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1 Einleitung 
 
Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das zeitlebens einer Erneuerung 
der Struktur unterliegt (Cohen, 2006; Rucci, 2008). Dies geschieht einer-
seits, um eine stabile Kalziumhomöostase zu gewährleisten. Andererseits 
wird die Knochenstruktur den wechselnden Anforderungen durch mecha-
nische Belastung gerecht, indem das Verhältnis von Stabilität zu Masse 
optimiert wird (Pauwels, 1965; Roux, 1895; Rucci, 2008). Dieser Vorgang 
wird als „Remodeling“ bezeichnet und stellt eine komplexe Interaktion zwi-
schen den knochenaufbauenden und knochenabbauenden Zellen dar 
(Zaidi, 2007). Zu diesen Zellen zählen die knochenaufbauenden Osteo-
blasten und deren Gegenspieler, die knochenabbauenden Osteoklasten. 
Osteoblasten entwickeln sich aus einer periostalen, pluripotenten mesen-
chymalen Vorläuferzelle und synthetisieren die Knochenmatrix. Osteo-
blasten differenzieren entweder zu den inaktiven bone lining cells 
(Hemiosteozyten), die an der Knochenoberfläche persistieren, oder zu 
Osteozyten (Lorenzo et al., 2010). Die Fähigkeit der Zelle knochenspezifi-
sche Proteine zu synthetisieren nimmt während der Differenzierung von 
der Vorläuferzelle zum reifen Osteoblast zu. Für die Phänotypisierung von 
Osteoblasten in Zellkulturen eignen sich die Proteine Osteocalcin, bone 
sialoprotein (BSP) und Kollagen I (Aubin, 2001). 
In der mineralisierten Knochenmatrix bilden die in Lakunen eingelagerten 
Osteozyten über Kanalikuli ein Netzwerk aus Zellfortsätzen mit interzellu-
lären Adhäsionen (gap junctions) aus (Doty, 1981). Dieses lakuno-
kanalikuläre System des Knochens ist Grundlage für die Theorien mecha-
nischer Kräfte, die auf Knochenzellen wirken. 
Im Gegensatz zu den Osteoblasten entwickeln sich Osteoklasten aus Vor-
läuferzellen des mononukleären Phagozytensystems des Knochenmarks 
(Quinn et al., 1996). Die mehrkernigen Zellen bauen Knochensubstanz in 
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Resorptionslakunen durch enzymatische Verdauung in einem sauren Mili-
eu ab (Bar-Shavit, 2007). 
Seit den ersten Forschungsarbeiten zu den Anpassungsreaktionen von 
Knochen (Wolf, 1892) sind zahlreiche Regelkreisläufe für die Interaktion 
von Osteoblasten und Osteoklasten beschrieben worden (Zaidi, 2007). 
Dennoch sind die Mechanismen für den Erhalt der Integrität des Skelett-
systems noch nicht vollständig aufgeklärt. 
Einer dieser Regelkreisläufe wird über die mechanische Stimulation als 
Ausgangsgröße bestimmt. Die sogenannte Mechanotransduktion ist Ge-
genstand dieser Arbeit und wird in den nächsten Abschnitten weiter erör-
tert. Auf andere Regelkreisläufe (Zell-Differenzierung, Osteozyt-
Osteoblast-Osteoklast-Interaktion, hormonelle Stimulation, zentralnervöse 
Regulation sowie Modulation durch das Immunsystem) wird aufgrund der 
Komplexität und der nicht unmittelbaren Relevanz für diese Untersuchung 
nicht eingegangen. 
 
1.1 Knochen als mechanosensibles System 
Eine Anpassung der Knochenstruktur kann durch mechanische Belastung 
hervorgerufen werden. Der Zusammenhang zwischen mechanischer Be-
lastung sowie Knochenfestigkeit und -form wurde bereits 1892 durch Wolf 
in seiner Abhandlung „Das Gesetz der Transformation der Knochen“ be-
schrieben (Wolf, 1892) und durch Frost mit dem Mechanostat-Modell wei-
ter aufgeklärt (Frost, 1987). Frost beschreibt in diesem Modell vier Belas-
tungsbereiche. Bei physiologischen Belastungen zwischen 50 bis 
200 µStrain und 1500 bis 2500 µStrain wird genau so viel Knochensub-
stanz resorbiert wie diese neu gebildet wird (1000 µStrain entsprechen 
einer Längenänderung durch Dehnung um 0,1 %). Belastungen unter 50 
bis 200 µStrain führen zu einem erhöhten Knochenabbau wohingegen 
Belastungen über 1500 bis 2500 µStrain zu einem vermehrten Knochen-
wachstum und einer größeren Knochensteifigkeit führen. Eine Überbelas-
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tung mit über 4000 bis 5000 µStrain führt zu keiner weiteren Erhöhung der 
Knochensteifigkeit und kann eine Deformation des Knochens hervorrufen. 
Untersuchungen am Menschen belegen das Modell von Frost: Bei Ten-
nisspielern wurde eine trainingsbedingte Zunahme der Knochenmasse 
beobachtet (Haapasalo et al., 2000; Jones et al., 1977). Verlust an Kno-
chenmasse bei Unterbeanspruchung durch Aufenthalte in Schwerelosig-
keit (Baldwin et al., 1996; Carmeliet et al., 2001) oder Bettlägerigkeit 
(Gross et al., 1995) wurden beschrieben. 
Grenzen des Modells liegen in der Komplexität der Anpassungsprozesse 
des Knochens mit den zahlreichen, teils von mechanischer Belastung un-
abhängigen, Regelmechanismen. Die Umbauvorgänge hängen ferner 
nicht nur von der Belastungsintensität ab, sondern auch von der Fre-
quenz, der Änderungsgeschwindigkeit und Dauer der Belastungszyklen 
(Robling et al., 2000; Rubin et al., 2004; Skerry, 2006).  
Untersuchungen an Mäusen zeigten weiterhin, dass genetische Faktoren 
für die Mechanosensibilität des Knochens mitverantwortlich sind. Bei me-
chanischer Belastung der Tibia durch Sprungübungen zeigte ein B6 
Mausstamm eine größere Zunahme der periostalen Knochenmasse im 
Vergleich zum C3H Mausstamm (Kodama et al., 2000). Tavella et al. 
konnten in Pleiotrophin-transgenen Mäusen nach einem Aufenthalt in 
Schwerelosigkeit einen geringeren Verlust an Knochenmasse nachwei-
sen, verglichen mit Wildtyp-Mäusen (Tavella et al., 2012). 
Ferner reagieren Osteoblasten nicht nur auf Dehnung und Scherspannung 
als mechanischen Stimulus. Durch Untersuchungen mit gepulsten Ultra-
schallwellen an osteoblastären MC3T3-E1-Zellen konnte eine Reorganisa-
tion des Aktin-Zytoskeletts und eine gesteigerte intrazelluläre Kalziumkon-
zentration nachweisen werden (Zhang et al., 2012). Diese Ergebnisse 
deuten auf eine von der Stimulationsart unabhängige Mechanosensibilität 
von Knochengewebe hin. 
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1.2 Tiermodell und Zellkultur 
Der Nachweis, dass Knochengewebe sowie die einzelnen Knochenzellen 
unabhängig von angrenzenden Geweben (Blutgefäße, Muskeln, Nerven) 
auf mechanische Stimulation reagieren, konnte durch Untersuchungen am 
Tiermodell und an Zellkulturen erbracht werden. 
Bereits 1939 untersuchte Glücksmann den Einfluss mechanischer Belas-
tung auf Knochengewebe in vitro (Glücksmann, 1939). An der Ulna von 
Vögeln zeigten Lanyon et al. eine vermehrte Knochenbildung nach dyna-
mischer Belastung im Vergleich zu einer statischen Belastung (Lanyon et 
al., 1984). Robling et al. stellten einen Zusammenhang zwischen der Be-
lastungsfrequenz und der Osteogenese her (Robling et al., 2000). 
Auf zellulärer Ebene zeigen sowohl Osteoblasten als auch Osteozyten 
mechanosensible Eigenschaften. Jones et al. konnten in Osteoblasten 
nach Dehnung eine Aktivierung der Phospholipase C nachweisen (Jones 
et al., 1987) und Reich et al. einen Anstieg des zyklischen 
Adenosinmonophosphates (cAMP) nach Belastung mit Scherspannung 
(Reich et al., 1990). In Osteozyten wurden nach mechanischer Stimulation 
Prostaglandin (Ajubi et al., 1996) und Prostazyklin (Rawlinson et al., 1991) 
nachgewiesen. Eine vergleichende Untersuchung zwischen Osteoblasten 
und Osteozyten zeigte bei Osteozyten ein besseres Ansprechverhalten 
auf mechanische Stimulation (Ajubi et al., 1996). Ferner wurden Zellant-
worten durch mechanische Stimulation in ossären Vorläuferzellen sowie in 
Osteoklasten beschrieben (Wiltink et al., 1995). 
Zusammenfassend besitzt wohl jeder Zelltyp im knöchernen System 
mechanosensible Eigenschaften. Dies lässt auf ein komplexes Kommuni-
kationssystem zwischen den Zelltypen schließen (Jones et al., 1995). 
 
1.3 Kräfte im Knochen und Belastung im Experiment 
In vivo wirken bei Belastung (aufrechter Gang, Bewegung) Kräfte auf das 
Skelettsystem. Für die experimentellen Versuchsanordnungen geht man 
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davon aus, dass hierbei Deformierungen hervorgerufen werden, die zu 
Druck- und Zugkräften führen. Ferner werden Scherspannungen durch 
Flüssigkeitsbewegungen im lakuno-kanalikulären System angenommen 
(Rubin et al., 2006b). 
Neben der direkten Dehnung einzelner Zellen durch Belastung des ge-
samten Knochens wird auch eine scherspannungsinduzierte Dehnung der 
extrazellulären Matrix (ECM) im lakuno-kanalikulären System postuliert 
(Han et al., 2004). 
Im Knochen befindet sich freie Flüssigkeit, die durch mechanische Belas-
tung, einem Druckgradienten folgend, im lakuno-kanalikulären System zu 
Scherspannungen führen kann (Dillaman et al., 1991; Piekarski et al., 
1977). Hierbei werden zyklische Flüssigkeitsbewegungen mit wechseln-
den Scherspannungsspitzen in den Belastungsphasen angenommen 
(Cowin et al., 1995; Kufahl et al., 1990; Weinbaum et al., 1994). Belege für 
eine solche Flüssigkeitsverschiebung in vivo stehen jedoch noch aus. Wie 
groß die tatsächliche Scherspannung an einer Zelle ist, kann nur ge-
schätzt werden. Weinbaum et al. und Wang et al. gehen bei einer theore-
tischen Porengröße im lakuno-kanalikulären System von etwa 7 nm von 
Scherspannungen zwischen 8 und 30 dyn/cm² aus (Wang et al., 2004; 
Weinbaum et al., 1994). 
Für die Belastung von Zellen mit einer Scherspannung wird im Experiment 
die Parallelflusskammer verwendet. Die klassische Bauform mit einem 
rechteckigen Flusskanal (parallel angeordnete Wände) wurde durch 
Hochmuth et al. für Versuche an Erythrozyten beschrieben (Hochmuth et 
al., 1973). Diese Bauform bietet den Vorteil einer gleichbleibenden Scher-
spannung über die Kammerlänge. Die durch Usami (Usami et al., 1993) 
modifizierte Kammer ermöglicht einen Scherspannungsgradienten über 
die Kammerlänge und wurde von Rieger für seine Scherspannungsunter-
suchungen an Osteoblasten benutzt (Rieger, 2004). 
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1.4 Mechanotransduktion 
Als Mechanotransduktion wird die Fähigkeit einer Zelle beschrieben, einen 
an der Zelloberfläche anliegenden mechanischen Stimulus in das Zellinne-
re zu übertragen und in eine biochemische Antwort umzuwandeln. Die 
Transduktion ist ein Mehrschrittprozess und kann nach Duncan et al. in 
vier Abschnitte unterteilt werden (Duncan et al., 1995). Der Stimulus muss 
erkannt und in ein biochemisches Signal umgewandelt werden. Es folgt 
die intrazelluläre Signalweiterleitung, die in einer Zellantwort resultiert. Als 
Zellantworten nach mechanischer Stimulation werden die Zelldifferenzie-
rung (Li et al., 2004), Proliferation (Kaspar et al., 2002; Li et al., 2004), 
Migration/Orientierung (Dembo et al., 1999; Lo et al., 2000) sowie die Pro-
teinbiosynthese (Toma et al., 1997; You et al., 2001) beobachtet. 
Um einen mechanischen Stimulus zu erkennen, muss die Zelle über 
Mechanorezeptoren verfügen. In Osteoblasten wurde bislang kein einzel-
ner Rezeptor gefunden, der die vielfältigen beobachteten intrazellulären 
Antworten hervorruft. Durch die unterschiedlichen Stimulationsarten er-
scheint es wahrscheinlich, dass ein Zusammenspiel verschiedener Rezep-
toren mit einer gemeinsamen Endstrecke erfolgt (Ingber, 2006; Rubin et 
al., 2006b).  
 
1.4.1 Primäres Zilium 
Das primäre Zilium ist eine solitäre, nicht bewegliche mikrotubulibasierte 
Zellorganelle, die an humanen Zellen bereits 1898 von Zimmermann be-
schrieben wurde (Zimmermann, 1898). Neben der Funktion als G-Protein 
vermittelter chemo- und photosensitiver Rezeptor in olfaktorischen Neuro-
nen (Krieger et al., 1994) und der Retina (Elias et al., 2004) wird das pri-
märe Zilium als Mechanosensor diskutiert. Praetorius et al. zeigten an der 
Nierenzelllinie MDCK einen Kalziumeinstrom in die Zelle nach Verformung 
des primären Ziliums und belegten damit die Eigenschaft als extrazellulä-
ren Mechanosensor (Praetorius et al., 2001). Sowohl in Osteoblasten als 
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auch in Osteozyten sind primäre Zilien nachgewiesen worden (Tonna et 
al., 1972; Xiao et al., 2006). Mechanosensitive Eigenschaften des primä-
ren Ziliums in Osteoblasten wurden durch Malone et al. belegt. Die me-
chanische Stimulation von Osteoblasten ohne Zilium durch eine oszillator-
ische Flüssigkeitsströmung führte zu einem fehlenden Anstieg von 
Osteopontin-mRNA (Malone et al., 2007). Welche intraziliären Strukturen 
und intrazellulären Kaskaden bei der Mechanotransduktion durch das pri-
märe Zilium beteiligt sind, ist Gegenstand der aktuellen Forschung, wobei 
Kalziumkanäle unter Beteiligung des zyklischen Adenosinmonophosphats 
diskutiert werden (Hoey et al., 2012; Kwon et al., 2010). 
 
1.4.2 Ionenkanäle 
Durch Dehnung der Zelloberfläche wurden Kationenkanäle als mechano-
sensitive Strukturen in Muskelzellen identifiziert (Guharay et al., 1984). 
Weitere Untersuchungen stellten den mechanosensitive chanel of lagre 
conductance (MscL) im Bakterium Escherichia Coli als mechanosensiblen 
Rezeptor dar, der eine Dehnung der Zelloberfläche durch osmotischen 
Druck registriert (Sukharev et al., 1997). 
In osteoblastenähnlichen Osteosarkomzellen konnte an nichtselektiven 
Kationenionenkanälen eine erhöhte Leitfähigkeit der gesamten Zellober-
fläche nach Dehnung beobachtet werden (Duncan et al., 1994). Charras 
et al. zeigten, dass in Osteoblasten eine Dehnung von 800 % nötig ist, um 
die Hälfte mechanosensibler Ionenkanäle zu öffnen (Charras et al., 2004). 
Scherspannungsbelastungen führen abhängig von mechanosensiblen Io-
nenkanälen zu erhöhten intrazellulären Kalziumwerten und sind somit an 
der Mechanorezeption beteiligt (Ryder et al., 2001). Unabhängig von der 
Belastungsmethode wurden Änderungen der Membranpolarisierung be-
schrieben, die zu einer konsekutiven Rekrutierung spannungsabhängiger 
Kalziumkanäle führt (Li et al., 2002).  
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1.4.3 Extrazelluläre Matrix, Integrine und assoziierte Proteine 
Die extrazelluläre Matrix (ECM) dient der Zelle als Haftungsuntergrund 
und wird durch mechanische Belastung umstrukturiert. Yang et al. zeigten 
eine gesteigerte Kollagenase-3-Expression durch Osteoblasten nach 
Dehnung (Yang et al., 2004). Chiquet et al. konnten eine gesteigerte 
Kollagenexpression an gedehnten Fibroblasten nachweisen (Chiquet et 
al., 2003). Bei Fibroblasten, die kein Fibronektin als extrazelluläres Matrix-
protein synthetisieren konnten, zeigten Lutz et al. eine fehlende Zellant-
wort durch mechanische Stimulation (Lutz et al., 2010). 
Fokale Adhäsionen sind Bindungsstellen der Zelle zwischen dem Zyto-
skelett und der extrazellulären Matrix und bestehen aus Integrinen und 
zahlreichen Adapterproteinen. Integrine sind transmembranöse Protein-
strukturen, die zur bidirektionalen Signalübermittlung zwischen extrazellu-
lärer Matrix und Zellinnerem dienen. Von außen nach innen wird durch 
Bindung an extrazelluläre Liganden die intrazelluläre Signaltransduktion 
beeinflusst. In umgekehrter Richtung übertragen sich innerzelluläre Pro-
zesse auf die extrazelluläre Matrix (Schwartz, 2010). Integrine sind Hete-
rodimere, bestehend aus einer α- und einer β-Untereinheit. Die β1-
Untereinheit in Osteoblasten und Osteozyten stellt die funktionell 
prädominante Struktur dar (Hughes et al., 1993; Zimmerman et al., 2000). 
Für β1 sind Kollagen Typ I und III sowie Fibronektin als extrazelluläre Li-
ganden beschrieben. Auf zytoplasmatischer Seite bindet β1 über zahlrei-
che Adapterproteine (Talin, Paxillin, Vinculin, α-Aktinin unter anderem) an 
das Zytoskelett (siehe Abbildung 1). Die fokale Adhäsionskinase (FAK) ist 
für diesen Zusammenschluss essentiell. Das durch die FAK phospho-
rylierte α-Aktinin bindet an Vinculin und Aktinfilamente und stabilisiert die 
entstandene fokale Adhäsion (Mitra et al., 2005). 
Für Integrine und die fokale Adhäsionskinase konnten mechanosensible 
Eigenschaften nachgewiesen werden (Puklin-Faucher et al., 2009; Salter 
et al., 1997). Als Teil der Signalkaskade wurde hier die mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) aktiviert (Schlaepfer et al., 1999). 
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Abbildung 1: Fokale Adhäsion. Integrine, die fokale Adhäsionskinase (FAK) und 
Adapterproteine stellen eine Bindung zwischen extrazellulärer Matrix und dem 
Zytoskelett her (Mitra et al., 2005). 
 
1.4.4 Zytoskelett und Myosin II 
Das Zytoskelett besteht aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli und Intermediär-
filamenten. Es ist für die Zellform verantwortlich und an der Zellbewegung 
und -haftung beteiligt. Ingber führte das sogenannte Tensegrity-Modell 
(aus Tension und Integrity) ein, das die Zelle als spannungsgeladenen 
Komplex mit dem Zytoskelett als tragende Struktur beschreibt (Ingber, 
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1997). Die Spannung des Zytoskeletts wird durch Aktin-Myosin-Komplexe 
(Aktin-Stressfasern) aufgebaut.  
Das nichtmuskuläre Myosin II ist ein aktinabhängiges Motorprotein, das 
aus zwei Schwerketten, zwei essentiellen Leichtketten und zwei regulato-
rischen Leichtketten besteht (Mabuchi et al., 1977; Sellers, 2000). Die 
Phosphorylierung der regulatorischen Leichtkette an Threonin 18 und Se-
rin 19 bestimmt dabei die Aktivität des Myosin II (Somlyo et al., 2003). Die 
Phosphorylierung erfolgt über die Myosin-Leichtketten-Kinase (Kamm et 
al., 1985) und die Rho-Kinase/ROCK (Amano et al., 1996). Weitere 
Kinasen wie die Zipper interacting protein (ZIP)-Kinase (Murata-Hori et al., 
1999) und die death-associated protein (DAP)-Kinase (Kawai et al., 1999) 
sind für die Phosphorylierung der regulatorischen Leichtkette beschrieben. 
Nach Phosphorylierung der Myosin-Leichtkette kann Myosin an Aktin bin-
den und einen Querbrückenzyklus zum Kraftaufbau durchführen. Hierbei 
bindet Adenosintriphosphat (ATP) an nicht gebundenes Myosin. Durch die 
Myosin-ATPase wird ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat 
hydrolysiert, was eine Konformationsänderung des Myosinkopfes bewirkt. 
Phosphat wird abgespalten, der Myosinkopf bindet an Aktin, der Kraft-
schlag wird durchgeführt und ADP dissoziiert. Wenn ATP zur Verfügung 
steht, löst sich der Myosinkopf vom Aktin, und der Zyklus beginnt erneut. 
Falls kein ATP verfügbar ist, bleibt der Myosinkopf in der Kontraktion am 
Aktin gebunden (Rigor-Stellung). 
Ein möglicher Mechanismus für die myosinunabhängige Ausbildung einer 
Zellprotrusion ist das gerichtete Polymerisieren von Aktin (Cooper, 1991; 
Mogilner et al., 1996; Pollard et al., 2003). Das zugrundeliegende Modell 
wird als „Brown’sche Ratsche“ bezeichnet und beschreibt ein Ausnutzen 
der Brown’schen Molekularbewegung (siehe Abbildung 2). Vereinfacht 
dargestellt wird in der größten Auslenkung der Plasmamembran ein 
Aktinmonomer an das Aktinfilament gebunden und verhindert ein 
Zurückfallen der Basalmembran. Durch Wiederholung dieses Zyklus 
erfolgt ein gerichtetes Längenwachstum. Thermodynamisch ist dies 
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möglich, da die Polymerisationsenergie von Aktin durch ATP bereitgestellt 
wird und diese größer ist als die thermische Bewegungsenergie der 
Plasmamembran (Hill et al., 1982; Peskin et al., 1993). 
 
 
 
Abbildung 2: Brown’sche Ratsche. Durch Bewegung der Plasmamembran und 
Aktinpolymerisation kann ein Längenwachstum erfolgen (nach http://www. 
bms.ed.ac.uk/research/others/smaciver/lectures/CS3.htm, aufgerufen am 28. 
März 2012). 
 
Mikrotubuli sind als Bestandteil des Zytoskeletts an der Zellteilung und 
Zellbewegung beteiligt (Rappaport, 1986; Vasiliev et al., 1970). Dem 
Tensegrity-Modell nach sind Mikrotubuli druckbelastete Strukturen des 
Zytoskeletts, die den Zugkräften der Aktin-Stressfasern entgegenwirken. 
Versuche an humanen Glattmuskelzellen der Atemwege durch 
Stamenovic et al. bekräftigen diese Theorie (Stamenovic et al., 2002). In 
dieser Untersuchung konnte eine Erhöhung der Zellkräfte nach Störung 
der Mikrotubulipolymerisation durch Colchicin gezeigt werden. 
Da das Zytoskelett über fokale Adhäsionen mit der extrazellulären Matrix 
verbunden ist, werden diese intrazellulären Spannungen auf die 
extrazelluläre Matrix übertragen. Die erhöhte Zellsteifigkeit, die aus den 
Spannungen resultiert, hat Auswirkungen auf die mechanischen 
Eigenschaften der Zelle. Druckbelastungen oder Scherspannung, die an 
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einem Zellende wirken, könnten sich ohne Zeitverzögerung auf entferntere 
Strukturen der Zellmembran oder den Kern ausbreiten (Ingber, 2003).  
 
1.4.5 Elastizität der Anheftungsfläche 
Zellen können die Elastizität der Anheftungsfläche erfassen und entspre-
chende Anpassungsreaktionen initiieren. Die von der Zelle auf die Anhef-
tungsfläche ausgeübte Spannung variiert mit der Steifheit der Anheftungs-
fläche. Demnach erzeugen Zellen auf steiferen Flächen mehr Spannung 
und zeigen die Tendenz, zu den steiferen Anteilen der Anheftungsfläche 
zu migrieren (Lo et al., 2000; Pelham et al., 1998). Dieses Phänomen 
wurde durch die Arbeitsgruppe um M. Dembo mit dem Begriff Durotaxis 
beschrieben und impliziert eine aktive Rezeption der Untergrundsteifigkeit. 
Neben der Zellmigration werden auch die Zelldifferenzierung (Engler et al., 
2006) und die Proliferation (Wang et al., 2000) durch die Steifigkeit der 
Anheftungsfläche bestimmt. Kobayashi et al. zeigten sowohl eine Mitbetei-
ligung von mechanosensitiven Adapterproteinen und Aktinfilamenten in 
den fokalen Adhäsionen als auch eine Abhängigkeit von mechano-
sensitiven Kalziumkanälen für diesen Vorgang (Kobayashi et al., 2010). 
Wang et al. beschreiben eine Abhängigkeit von der fokalen Adäsions-
kinase bei der Migration von Fibroblasten. Demnach führt ein Fehlen der 
fokalen Adhäsionskinase zu einem Verlust der Eigenschaft, die Steifigkeit 
des Untergrundes zu erfassen (Wang et al., 2001). 
Die Durotaxis ist auch im Knochen ein entscheidender Faktor für die Zell-
differenzierung. Engler et al. bestimmten mit dem Rasterkraftmikroskop 
(AFM) den Elastizitätsmodul von Osteoid mit 27 000 ±10 000 N/m² und 
beschreiben auf kollagenbeschichteten Gelen eine Differenzierung von 
mesenchymalen Stammzellen zu osteoblastären Zellen bei Steifigkeiten 
der Gele ab 25 000 N/m² (Engler et al., 2006). 
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1.5 Intrazelluläre Signalkaskade 
Die mechanische Belastung einer Zelle führt zu einer Zellantwort, die über 
eine intrazelluläre Signaltransduktion vermittelt wird. Als Endstrecke resul-
tiert eine Regulierung von Transkriptionsfaktoren, um zum Beispiel eine 
Zellteilung einzuleiten oder Proteine zu synthetisieren. Bei der Mechano-
transduktion in Knochenzellen sind wahrscheinlich alle bekannten Signal-
kaskaden beteiligt und zeigen eine Überschneidung der Kaskaden bei un-
terschiedlichen und gleichen mechanischen Stimulationsarten (Rubin et 
al., 2006b). 
 
1.5.1 Extracellular signal-regulated kinase 
Die Aktivierung der extracellular signal-regulated kinase (ERK) durch me-
chanische Stimulation als Teil der mitogen-activated protein kinase 
(MAPK)-Kaskade in Knochenzellen wurde durch Weyts et al. und You et 
al. beschrieben (Weyts et al., 2002; You et al., 2001). Diese wird für die 
Proteinsynthese (Yang et al., 2004) und Regulation der Proliferation 
(Boutahar et al., 2004) verantwortlich gemacht. 
Die Aktivierung der MAPK- und ERK-Kaskade wird über das rat sarcoma 
protein (Ras) getriggert. Neben der fokalen Adhäsionskinase werden 
Integrine, Wachstumsfaktorrezeptoren, Ionenkanäle und G-Proteine als 
Auslöser diskutiert (Boyd et al., 2003; Jin et al., 2005; Schlaepfer et al., 
1999). 
 
1.5.2 Kalzium 
Für die Mechanotransduktion in Knochenzellen ist ein intrazellulärer Kalzi-
umanstieg als Zellantwort beschrieben worden (Hung et al., 1995; Jones 
et al., 1987; Wadhwa et al., 2002). Die Kalziumkaskade wird durch eine 
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) getriggert, wobei für mechano-
sensitive humane Osteosarkomzellen die Isofom β2 der PLC für die Akti-
1 Einleitung 
14 
 
vierung verantwortlich gemacht wird (Hoberg et al., 2005). Die Aktivierung 
der Phospholipase C führt zum einen zu einer konsekutiven Aktivierung 
von Inositoltriphosphat (IP3), das die Kalziumantwort durch eine Freiset-
zung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum verstärkt 
(Berridge, 1984). Zum anderen werden über die Phospholipase C, 
Inositoltriphosphat und Diacylglycerol (DAG) weitere Kaskaden über die 
Proteinkinase A (PKA) und die extracellular signal-regulated kinase akti-
viert (Lopez et al., 2001; Ogasawara et al., 2001). You et al. beschreiben 
eine kalziumvermittelte Genregulation von Osteopontin nach Scherspan-
nungsbelastung von Osteoblasten über die mitogen-activated protein 
kinase-Kaskade (You et al., 2001). 
 
1.5.3 G-Proteine 
G-Proteine stellen einen Zusammenschluss Guaninnucleotid bindender 
Proteine dar und konnten für die Auslösung von Signalkaskaden nach 
mechanischer Belastung verantwortlich gemacht werden. Zu den Kaska-
den gehört eine Aktivierung des zyklischen Adenosinmonophosphates 
(cAMP) über der Phospholipase C und der mitogen activated-protein 
kinase (Carvalho et al., 1994; Jalali et al., 1998). Die Mitbeteiligung der 
G-Proteine rat sarcoma (Ras) und rat sarcoma homolog (Rho) in der 
Mechanotransduktion konnte nach mechanischer Belastung in 
Osteoblasten belegt werden (Hamamura et al., 2012; Rubin et al., 2006a). 
Ferner spielt Rho eine zentrale Rolle in der Formation von fokalen Adhä-
sionen und den kontraktilen Aktin-Myosin-Komplexen nach mechanischer 
Belastung (Chiquet et al., 2003; Chrzanowska-Wodnicka et al., 1996). 
Durch Rho wird die Rho-Kinase aktiviert sowie die Myosin-Phosphatase 
deaktiviert und somit die Myosin-Leichtkette phosphoryliert, was eine 
Aktin-Myosin-Interaktion ermöglicht (Amano et al., 1996; Kimura et al., 
1996). 
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1.5.4 Stickstoffmonoxid 
Smalt et al. wiesen nach mechanischer Stimulation Stickstoffmonoxid 
(NO) in Osteoblasten nach (Smalt et al., 1997). Effekte auf die 
Osteogenese durch NO wurden durch Ralston aufgezeigt (Ralston, 1997). 
Fan et al. zeigten, dass in Osteoblasten durch NO der receptor activator of 
nuclear-κB ligand (RANKL) hochreguliert wird (Fan et al., 2004). Dies ist 
ein bedeutender Faktor in der Osteoblast-Osteoklast-Kommunikation. 
Durch Bindung von RANKL an osteoklastäre Vorläuferzellen wird die Dif-
ferenzierung zu Osteoklasten initiiert (Yasuda et al., 1998). 
 
1.5.5 Wnt/β-Catenin 
Wnt ist ein Signalprotein, das nach Bindung an den Wnt-Rezeptor zu einer 
Kaskade über die Aktivierung von β-Catenin als Transkriptionsfaktor führt. 
Mechanosensible Eigenschaften dieses Signalweges konnten durch 
Scherspannungs- und Dehnungsexperimente an Osteoblasten nachge-
wiesen werden (Norvell et al., 2004; Robinson et al., 2006). 
Sclerostin ist ein regulatorisches Protein für die Umbauprozesse des Kno-
chens und wird von Osteozyten synthetisiert. Es bewirkt eine Inhibition der 
Osteoblastenaktivität und hemmt somit den Knochenaufbau (van 
Bezooijen et al., 2004). Der Mechanismus wurde durch Lin et al. beschrie-
ben und zeigt eine Blockade des Wnt-Signalweges durch Sclerostin (Lin et 
al., 2009). 
 
1.6 Myosin-Leichtketten-Kinase-Inhibitor ML-7 
Die Aktivität der Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) kann durch ML-7 
blockiert werden. Dies ist ein zu ATP kompetitiver, spezifischer 
Tyrosinkinaseinhibitor der MLCK (Saitoh et al., 1987). Physiologisch bin-
det der Myosinkopf an ein Aktinfilament, um einen Kraftschlag durchzufüh-
ren. Hierfür muss zuvor die Leichtkette des Myosin II phosphoryliert wer-
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den. Diese Phosphorylierung durch die MLCK wird durch ML-7 blockiert. 
Untersuchungen an Fibroblasten konnten durch die Inhibition der MLCK 
eine Störung der Aufrechterhaltung des Aktin-Stressfaser-Gerüstes und 
der fokalen Adhäsionen in der Zellperipherie belegen (Katoh et al., 2001; 
Totsukawa et al., 2000). Morphologisch wurde bei Fibroblasten ein Rück-
gang an Lamellopodien und eine Verringerung der Zellsteifigkeit beobach-
tet (Schafer et al., 2005). In MCF-10A Epithelien führte eine Konzentration 
von 40 µM ML-7 in einer Beobachtungszeit von 16 Stunden zu einer 
Apoptose (Connell et al., 2006). 
 
1.7 Zellkräfte 
Zellkräfte spielen eine kritische Rolle bei der Zellmigration und der Zelldif-
ferenzierung. Im Zytoskelett werden Spannungen erzeugt und über die 
fokalen Adhäsionen teilweise an den Haftungsuntergrund übertragen. Har-
ris et al. konnten durch Einsatz eines Untergrundes aus Silikon die wir-
kenden Zellkräfte durch Deformierung der Silikonunterlage darstellen 
(Harris et al., 1980). Dembo et al. benutzen in einer weiterentwickelten 
Methode elastische Polyacrylamidgele (Dembo et al., 1999). Mit dieser 
Methode untersuchten Dembo et al. Fibroblasten bei der Migration und 
konnten Zellkräfte bis 2000 nN messen. Curtze ermittelte mit der Methode 
von Dembo et al. an primären bovinen Osteoblasten Zellkräfte bis 660 nN 
(Curtze et al., 2004). 
 
1.8 Klinischer Bezug 
Diese Arbeit beschäftigt sich mit Zellkräften als Teil von Regulationsme-
chanismen, die für die Integrität des Skelettsystems verantwortlich sind. 
Fehlregulationen führen zu einer Destabilisierung des Knochensystems 
und resultieren in Krankheiten wie der Osteoporose. Ein Mechanismus, 
der für den Erhalt der Knochenstruktur verantwortlich ist, wird durch me-
chanische Belastung gesteuert. 
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Bisherige Untersuchungen zu mechanisch belasteten Knochenzellen 
(Osteoblasten und Osteozyten) zeigten Zellantworten mit einer Aktivierung 
der intrazellulären Signalkaskade und Änderung der Genexpression be-
ziehungsweise der Proteinbiosynthese. Hierfür wurden Dehnung und 
Scherspannung als mechanischer Stimulus verwendet. Die beteiligten 
Strukturen für die Zellantwort sind jedoch nicht vollständig bekannt. Ein 
Glied in der Mechanotransduktion in Osteoblasten stellt das Zytoskelett 
mit der dort entstehenden Zellkraft dar. 
Durch Untersuchung der Kraftverläufe an Osteoblasten mit modifiziertem 
Zytoskelett können weitere Erkenntnisse über die Mechanotransduktion 
gewonnen werden. 
 
1.9 Zielsetzung 
Die Quantifizierung und der zeitliche Verlauf von Zellkräften in Osteo-
blasten unter Scherspannung erfolgten bislang in einer vorangegangenen 
Arbeit am Institut für Experimentelle Orthopädie und Biomechanik in Mar-
burg. In dieser Untersuchung konnte Rieger einen Zusammenhang zwi-
schen mechanischem Stimulus, intrazellulärem Kalziumanstieg und Kraft-
entwicklung in Osteoblasten darstellen (Rieger, 2004). 
Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung einer Myosin II-abhängigen Ent-
wicklung der Kraft in primären bovinen Osteoblasten. Nach Inkubation mit 
dem Myosin-Leichtketten-Kinase-Inhibitor ML-7 folgt in einer experimentel-
len Versuchsanordnung die mechanische Belastung durch eine Scher-
spannung. Morphologische Zellveränderungen werden mittels Phasenkon-
trastmikroskopie optisch registriert. Eine Erfassung der Zellkräfte erfolgt 
über die Methode der Zugkraftmikroskopie. Die Ergebnisse werden mit 
denen einer Kontrollgruppe verglichen. 
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2 Material und Methoden 
 
Die verwendeten Materialien werden jeweils am Ende eines jeden Unter-
kapitels aufgeführt. Standardreagenzien und -geräte werden nicht geson-
dert erwähnt. 
 
Tabelle 1: Verwendete Geräte und Materialien 
 
 
Autoklav 
 
Guwina Berlin 
 
Begasungsbrutschrank 
 
Heraeus Instruments 
 
Deckgläser Ø 16 mm 
 
Menzel, Nr. CB00160RA1 
 
Objektträger 26 x 76 mm 
 
Menzel, Nr. AA00000102E 
 
Phasenkontrastmikroskop 
 
Olympus, CK2 
 
Sterilfilter 0,2 µm Porengröße 
 
Schleicher & Schuell 
 
Sterilisationsofen 
 
Heraeus Instruments 
 
Sterilwerkbank 
 
Gelaire BSB 
 
UV-Temperatur-Werkbank 
 
Edmund Bühler, TH2 
 
Zellkulturflasche 250 ml 
 
Greiner Bio-one 
 
Zellkulturflasche 50 ml 
 
Greiner Bio-one 
 
Zellkulturschalen Ø 14 cm 
 
Greiner Bio-one 
 
Zellzähler 
 
Schärfe System CASY 1 
 
Zentrifuge 
 
Hettich Universal 
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Tabelle 2: Verwendete Lösungen 
 
 
Phosphatgepufferte Salzlösung 
(PBS) 
 
Biochrom, Nr. L 182-50 
 
Vitamin C Stammlösung 
50 mg L-ascorbic acid phosphate mag-
nesium salt n-hydrate 
+ 10 ml ddH2O 
 
 
Wako, Nr. 13-12061 
 
  
50 mM HEPES Pufferlösung pH 8.5 
11,9 g HEPES 
N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N‘-[2-
ethanesulfunic acid] 
+ 1 l ddH2O 
+ Kaliumhydroxidpellets für die pH-
Titrierung 
 
Sigma, Nr. H3375 
 
Earle‘s Salzlösung 
100 ml Earle’s Salzlösung 10x 
+ 894 ml ddH20 
+ 6 ml 7,5 % NaHCO3 Lösung 
+ Antibiotikum nach Bedarf 
500 000 IE Penicillin/Streptomycin 
4 mg Amphotericin B 
 
 
Biochrom, Nr. L 1925 
 
 
 
PAA, Nr. P11-010 
Sigma, Nr. A2942 
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Tabelle 3: Verwendete Medien 
 
BGJb Medium 
900 ml ddH2O 
+ 21,3 g BGJb Medium 
+ 1,2 g/l NaHCO3 
+ 100 ml fetales Kälberserum (FCS) 
+ 1 ml Vitamin C Stammlösung 
+ 25 000 IE Penicillin/Streptomycin 
auf pH 7,2 titrieren 
 
 
US Biological, Nr. 31091 
 
Seromed, Nr. 615B 
 
PAA, Nr. P11-010 
 
Ham’s F10 
500 ml Ham’s F10 
+ 5 ml 200 mM L-Glutaminlösung 
+ 1 ml Vitamin C Stammlösung 
+ 50 ml fetales Kälberserum (FCS) 
 
 
PAA, Nr. E15-014 
PAA, Nr. M11-004 
 
Seromed, Nr. 615B 
 
2.1 Polyacrylamidgele für die Zugkraftmikroskopie 
Die Herstellung der Polyacrylamidgele erfolgte nach der durch Pelham et 
al. und Wang et al. beschriebenen Methode (Pelham et al., 1998; Wang et 
al., 1998). Für die Versuche in der Parallelflusskammer wurden die Gele 
auf einem Objektträger aufgebracht. 
 
2.1.1 Vorbehandlung der Objektträger für die Gelbeschichtung 
Das für die Experimente verwendete Polyacrylamidgel haftet nicht auf 
glatten Glasunterlagen, weshalb eine Vorbehandlung der Objektträger er-
folgte. 
Für die Parallelflusskammer wurden die 26 x 76 mm großen Objektträger 
mit einem Glasschneider auf eine Länge von 60 mm gekürzt. 
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Nach Abflammen mit dem Bunsenbrenner und Waschen mit 0,1 N NaOH-
Lösung wurden die Objektträger luftgetrocknet und 3-(Aminopropyl)tri-
methoxysilane aufgetragen. Nach 5 Minuten Einwirkzeit wurden die Ob-
jektträger dreimal 5 Minuten lang in destilliertem Wasser gewaschen. An-
schließend erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur für 30 Minuten 
mit 0,5 % Glutaraldehyd in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS). Über-
schüssiges Glutaraldehyd wurde durch dreimaliges Waschen für 10 Minu-
ten in destilliertem Wasser entfernt. 
 
Tabelle 4: Materialien für die Objektträgerbehandlung 
 
 
2.1.2 Herstellung der Polyacrylamidgele 
Um eine für die Versuche mit primären bovinen Osteoblasten geeignete 
Gelsteifigkeit mit einem Elastizitätsmodul von 4000 N/m² zu erzielen, wur-
de eine Mischung aus 8 % Acrylamid und 0,04 % BIS-Acrylamid herge-
stellt. Zu 2 ml der Acrylamidmischung wurden 6 µl der 0,5 µm und 15 µl 
der 0,2 µm durchmessenden fluoreszierenden Latexpartikel hinzugefügt. 
Nach Mischen mit dem Vortexer erfolgte die Vakuumentgasung des Ge-
misches für 10 Minuten, um ein blasenfreies Gel zu erhalten. Die Polyme-
risation des Gels wurde durch Zugabe von 10 µl 10 %iger Ammonium-
persulfat-Lösung (APS) und 1 µl Tetramethylethylendiamin (TEMED) als 
Katalysator gestartet. Nach Auftragen von 14 µl des noch flüssigen Gels 
3-(Aminopropyl)trimethoxysilane 
H2N(CH2)3Si(OCH3)3 
Sigma, Nr. 281778 
 
0,5 % Glutaraldehyd 
20 ml Glutaraldehyd 25 % 
C5H8O2 
+ 980 ml PBS 
 
 
Serva, Nr. 23115 
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auf die vorbehandelten Objektträger wurde ein Deckglas mit einem 
Durchmesser von 16 mm darauf platziert. Mit nachfolgender Formel ergibt 
sich eine Gelhöhe von h ≈ 70 µm. 
 
 
²r
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Vh
⋅
==
pi
 
h 
V 
A 
r 
= 
= 
= 
= 
Gelhöhe (m) 
Gelvolumen (m3) 
Gelfläche (m²) 
Radius (m) 
(2.1) 
 
Damit die Schwerkraft das Gel nicht über den Deckglasrand hinaus beför-
dert, wurden die Objektträger zum Aushärten der Gele mit dem Deckglas 
nach unten bei 4 °C für 12 Stunden im Kühlschrank gelagert. Die Über-
kopflagerung bewirkte zudem, dass die Fluoreszenzpartikel an die Ober-
fläche des Gels sanken und dadurch am Mikroskop fokussiert werden 
konnten. 
Nach Aushärtung der Gele wurden die Deckgläser entfernt und die Objekt-
träger mit Gel zweimalig für 15 Minuten in 50 mM HEPES Pufferlösung 
pH 8,5 bei Raumtemperatur gewaschen. 
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Tabelle 5: Materialien für die Polyacrylamidgele 
 
Acrylamid 
C3H5NO 
Carl Roth, Nr. 3037.1 
 
BIS-Acrylamid (N,N’-Methylen-bis-
Acrylamid) 
C7H10N2O2 
 
Sigma, Nr. M7279 
 
Latexpartikel 
Fluosphere Carboxylate-modified 2 % 
Solids; Exzitation/ Emission: 505 nm/ 
515 nm (gelb-grün) 
 
 
Molecular Probes 
Nr. F-8811 (Ø 0,2 µm) 
Nr. F-8813 (Ø 0,5 µm) 
 
10 % Ammoniumpersulfat (APS) 
0,1 g Ammoniumpersulfat 
(NH4)2S2O8 
+ 1 ml ddH2O 
 
 
Serva, Nr. 13375 
 
TEMED (N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin, 1,2-
Bis(dimethylamino)-ethan) 
C6H16N 
 
Carl Roth, Nr. 23673 
 
2.1.3 Kollagenbeschichtung der Gele 
Das Polyacrylamidgel bietet für Zellen keine ausreichende Haftunterlage, 
weshalb dieses mit Kollagen Typ I beschichtet wurde. Sulfo-SANPAH bil-
det ein Bindeglied zwischen der Geloberfläche und dem Kollagen. Nach 
Beschichten des Gels mit 200 µl Sulfo-SANPAH-Lösung wurde dieses 
durch Bestrahlung für 10 Minuten unter einer UV-Lampe (60 W Leistung) 
aktiviert. Nach Wiederholung des Vorganges wurden die Gele mit HEPES 
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gespült und mit 0,1 %iger Kollagenlösung bedeckt. Eine Bindung des Kol-
lagens an Sulfo-SANPAH erfolgte durch Inkubation für 6 Stunden bei 4 °C 
im Kühlschrank. 
Überschüssiges Kollagen wurde durch Waschen mit PBS (drei mal 5 Mi-
nuten) entfernt. Um keimfreie Gele zu gewährleisten, wurden diese unter 
der Sterilwerkbank mit sterilem PBS bedeckt und für eine Stunde mit UV-
Licht bestrahlt. 
 
Tabelle 6: Materialien für die Kollagenbeschichtung 
 
Kollagenlösung 
Kollagen Typ I (Kalbhaut), 0,1 % Lö-
sung in 0,1 M Essigsäure 
 
Sigma, Nr. C8919 
 
Sulfo-SANPAH (Sulfosuccinimidyl-6-
(4’-azido-2’phenylamino)hexanoate) 
 
Thermo Scientific, Nr. 22589 
 
2.1.4 Messung des Elastizitätsmoduls der Gele 
Der Elastizitätsmodul ist eine Stoffkonstante, die eine Aussage über die 
Verformbarkeit in bestimmten Kraftbereichen zulässt. Demnach sind Mate-
rialien elastisch, wenn sie nach einer Krafteinwirkung wieder in ihre ur-
sprüngliche Form zurückkehren. Die lineare Elastizität beschreibt darüber 
hinaus einen proportionalen Zusammenhang zwischen angewendeter 
Kraft und resultierender Deformierung. Polyacrylamidgele verhalten sich 
linear elastisch in den von Osteoblasten aufgebrachten Kraftbereichen. 
Werden zu große Kräfte auf das Gel ausgeübt, kommt es zu einer perma-
nenten Deformierung. Aufgrund dieser Geleigenschaften kann der Elastizi-
tätsmodul gemäß dem Hookeschen Gesetz (Gross et al., 2011) beschrie-
ben werden (siehe Formel 2). Dabei kommt es bei einer definierten Kraft 
2 Material und Methoden 
25 
 
pro Fläche (Spannung) zu einer proportionalen Längenänderung des Ma-
terials (Dehnung). 
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Diese Stoffkonstante ist jedoch von der Konzentration des verwendeten 
Acrylamids und BIS-Acrylamids abhängig und musste für jede Gelcharge 
neu bestimmt werden. Der Elastizitätsmodul verhält sich annäherungswei-
se proportional zu der verwendeten Konzentration an BIS-Acrylamid (sie-
he Abbildung 3). 
 
 
 
Abbildung 3: Annähernd lineare Abhängigkeit des Elastizitätsmoduls von der 
BIS-Acrylamidkonzentration (Curtze et al., 2004) 
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Für die Berechnung des Elastizitätsmoduls (siehe Formel 4) wird die 
Poissonzahl benötigt, die das Verhältnis von Längen- zu Dickenänderung 
eines Materials bei Krafteinwirkung beschreibt: 
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Nach Li et al. besitzen Polyacrylamidgele eine Poissonzahl von 0,3 (Li et 
al., 1993). Damit ergibt sich für den Elastizitätsmodul folgende Berech-
nung: 
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2.2 Zellkultur 
Die Arbeit mit Zellkulturen orientierte sich an der von Lindl et al. und 
Spector et al. beschriebenen Methodik (Lindl et al., 1994; Spector et al., 
1998). Für die Experimente wurden primäre bovine Osteoblasten verwen-
det. Als Medium für die Kultivierung diente Ham’s F10 Medium mit Zugabe 
von fetalem Kälberserum (FCS). Das verwendete FCS der Firma Seromed 
gewährleistet eine gleichbleibende biologische Eigenschaft. Ein wiederhol-
tes Austesten des FCS entfällt. Die Kultivierung erfolgte im Begasungs-
brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2-Atmosphäre und 100 % Luftfeuchtigkeit. 
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2.2.1 Gewinnung primärer boviner Osteoblasten 
Die Osteoblasten wurden vom Os metacarpale nach dem Auswachsver-
fahren gewonnen (Jones et al., 1991). Die distale vordere Extremität eines 
frisch geschlachteten Jungbullen wurde von einem lokalen Schlachthof 
bezogen. Die Reinigung erfolgte mit Wasser und Alkohol. Anschließend 
wurde unter der Sterilwerkbank die Weichteildeckung mit einem Skalpell 
bis auf das Periost abpräpariert. Nach Spülen mit PBS wurde die Kno-
chenhaut in 5 mm breiten Streifen vom Knochen gelöst. Nach dreimaligem 
Waschen für 10 Minuten in 37 °C warmer Earle‘s Salzlösung folgte ein 20-
minütiger Waschvorgang in Earle‘s Salzlösung mit Antibiotikazusatz. An-
schließend wurden die Perioststreifen in 5 x 5 mm große Quadrate zerteilt 
und jeweils 10 Quadrate gleichmäßig in Zellkulturschalen (Ø 14 cm) mit 
der dem Knochen anliegenden Seite ausgelegt und mit BGJb Medium 
eingedeckt. Ein Mediumwechsel erfolgte erstmalig nach 24 Stunden, dann 
wöchentlich. Der nach 4 Wochen konfluent gewachsene Zellrasen wurde 
abgelöst und die Zellen kryokonserviert oder für die Versuche verwendet. 
 
2.2.2 Ablösen der Zellen, Zellzählung und Passagieren 
Zum Ablösen der konfluent gewachsenen Osteoblasten wurde das Medi-
um abgesaugt und nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Zu-
gabe von 2 ml 37 °C warmer Trypsin-EDTA-Lösung. Unter dem Phasen-
kontrastmikroskop wurde der Ablösevorgang kontrolliert. Die Enzymreakti-
on von Trypsin wurde durch Zugabe der dreifachen Menge an Ham’s F10 
Medium gestoppt. Die Suspension wurde mit Ham’s F10 Medium auf 
20 ml aufgefüllt und für 10 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Das nach 
dem Absaugen vom Medium übrig gebliebene Zellpellet wurde in frischem 
Medium resuspendiert. 
Um eine gleichmäßige Zelldichte zu gewährleisten, wurde die Anzahl der 
Zellen mit dem Zellzählautomaten CASY bestimmt. Hierzu wurden 50 µl 
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der Zellsuspension mit 10 ml isotonischer Salzlösung verdünnt und die 
Anzahl der Zellen pro Milliliter bestimmt. 
Das Zellsuspendat wurde für die Passage in neue Zellkulturflaschen 1:5 
mit Medium verdünnt, kryokonserviert oder für die Versuche verwendet. 
 
Tabelle 7: Materialien für das Ablösen der Zellen 
 
Trypsin-EDTA-Lösung 
100 ml Trypsinlösung 10x 
+ 900 ml PBS 
 
Sigma, Nr. T4174 
 
2.2.3 Kryokonservierung 
Durch die Tiefkühllagerung kann auf Zellen gleichen Alters für die Versu-
che zurückzugegriffen werden. Die Zellen wurden von der Zellkulturschale 
durch Trypsin-EDTA-Lösung abgelöst und die Zellzahl in der Suspension 
bestimmt. Die Suspension wurde mit Medium auf zwei Millionen Zellen pro 
Milliliter eingestellt und im Verhältnis 1:1 mit Einfriermedium versetzt. Nach 
Überführung in Kryoröhrchen erfolgte eine Vorkühlung in einer Styropor-
box im Gefrierschrank für 12 Stunden bei -80 °C, um Kälteschäden durch 
zu schnelles Abkühlen zu vermeiden. Anschließend konnten die Zellen in 
die Stickstofftanks überführt und bei -196 °C gelagert werden. 
Um die tiefgekühlten Zellen für die Versuche verwenden zu können, wur-
den diese im Kryoröhrchen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und an-
schließend in vorgewärmtes Ham’s F10 Medium überführt und für 10 Mi-
nuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium 
resuspendiert und auf Zellkulturflaschen aufgeteilt. Ein Mediumwechsel 
erfolgte nach 24 Stunden. 
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Tabelle 8: Materialien für die Kryokonservierung 
 
Einfriermedium 
Ham’s F10 
+ 20% v/v Dimethylsulfoxid (DMSO) 
(CH3)2SO 
 
 
Sigma, Nr. 154938 
 
2.2.4 Aussäen der Zellen 
Das Aussäen erfolgte auf dem Gel der Objektträger in einer Einzelschicht 
mit einer Dichte von 3500 Zellen/cm². Die mit Zellen bestückten Gele wur-
den bis zur Verwendung 24 bis 72 Stunden im Brutschrank belassen. 
 
2.2.5 Phänotypisierung der Osteoblasten 
Um die durch die Auswachsmethode gewonnen Zellen als Osteoblasten 
zu typisieren, wurde eine Phänotypisierung anhand zellspezifischer Prote-
ine durchgeführt. Das von Osteoblasten synthetisierte Osteocalcin, bone 
sialopotein (BSP) und Kollagen I wurden immunzytochemisch durch die 
labelled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode (LSAB) nachgewiesen. 
Bei dieser Methode wurden Zellen auf Deckgläsern für zwei Tage in 
Medium kultiviert und nach Waschen mit PBS mit einem 1:1 Aceton-
Methanol-Gemisch für 10 Minuten bei -20 °C fixiert.  
Anschließend und zwischen jedem weiteren Arbeitsschritt wurde mit PBS 
gewaschen. Um die endogenen Peroxidasen zu blockieren, wurde 0,3 % 
Wasserstoffperoxid für 10 Minuten zugegeben. Danach wurden die Zellen 
nacheinander jeweils für eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem 
primären spezifischen Antikörper, dem sekundären biotinkonjugierten 
Antikörper und dem peroxidasekonjugierten Streptavidin inkubiert. Im 
Anschluss wurde mit Chlornaphtol als Farbstoff und Wasserstoffperoxid 
als Substrat für zehn Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.  
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Nach Stoppen der Färbereaktion mit Wasser wurden die Proben 
luftgetrocknet und mit Glyceringelatine eingedeckt. 
Für die Positivkontrolle wurde anstelle des Primärantikörpers ein Anti-
Vimentin-Antikörper verwendet und für die Negativkontrolle Mausserum. 
 
Tabelle 9: Antikörper für die Phänotypisierung 
 
Antikörper 
anti-Vimentin (mouse), Boehringer (814318, Clone V9) 
anti-Osteocalcin (mouse), Larry Fisher (NIH) 
anti-Pro-Collagen I (rabbit), Larry Fisher (LF41) 
anti-BSP (rabbit), Larry Fisher (LF6) 
Verdünnung 
1:4 
1:50 
1:30 
1:100 
 
Biotinkonjugierte Antikörper 
anti-mouse, Boehringer (1089285) 
anti-rabbit, Boehringer (1214659) 
 
 
1:50 
1:50 
 
Peroxidasekonjugiertes Streptavidin 
Streptavidin, Boehringer (1089153) 
 
 
1:30 
 
2.3 Zugkraftmikroskopie 
Um den Betrag, die Richtung und den Ursprung der Kraft in Osteoblasten 
zu untersuchen, wurde die Methode der Zugkraftmikroskopie verwendet. 
Eine detaillierte Beschreibung erfolgte durch Marganski et al. (Marganski 
et al., 2003). 
Die elastischen Eigenschaften des Gels sind für die nachfolgenden An-
nahmen und Berechnungen von zentraler Bedeutung. Wird eine Kraft 
durch eine auf dem Gel liegende Zelle generiert, führt dies zu einer De-
formierung des Gels im Sinne einer Längenänderung. Diese geht mit einer 
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Verschiebung der im Gel eingebrachten Fluoreszenzpartikel einher. Wird 
die Distanz zwischen den Fluoreszenzpartikeln vor und während der De-
formierung gemessen, kann bei bekannten Geleigenschaften die aufge-
wendete Kraft berechnet werden. 
Für die Berechnungen wurde das Libtrc-Softwarepaket (M. Dembo, De-
partment of Biomedical Engineering, Boston University) verwendet. Um 
Verschiebungen von Fluoreszenzpartikeln darzustellen, wurden die Fluo-
reszenzbilder des Versuchs mit einem Fluoreszenzbild ohne Zelle (Refe-
renzbild) verglichen. Hierzu wurde nach dem Versuch Trypsin in die 
Kammer gespült, um die Zelle abzulösen. Anschließend konnte das Refe-
renzbild aufgenommen werden. Da ein einzelnes Fluoreszenzpartikel auf-
grund der gleichen Größe von 0,2 µm bzw. 0,5 µm im Bild nicht wiederge-
funden werden kann, muss eine sogenannte Korrelationsbox definiert 
werden. Diese besteht aus einem rechteckigen Areal, in dem ein einzigar-
tiges Muster von Fluoreszenzpartikeln (Intensitätsmuster) liegt. Mit dieser 
Korrelationsbox lassen sich innerhalb einer vorgegebenen rechteckigen 
Fläche (Suchbox) die Verschiebungen nachvollziehen (siehe Abbildung 5). 
 
 
 
Abbildung 5: Verschiebung der Intensitätsmuster. A Durch Pfeil gekennzeichnete 
erwartete Deformierung des Gels mit Verschiebung der Intensitätsmuster B Kor-
relationsbox (grün) und Suchbox (rot) am nicht deformierten Gel C Verschiebung 
der Korrelationsbox mit Intensitätsmuster innerhalb der Suchbox 
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Bei bekanntem Elastizitätsmodul des Gels und bekannter Bildauflösung 
kann die Kraft an einem Ursprungsort mit Betrag und Richtung berechnet 
werden. Da nur Kräfte mit Ursprung innerhalb der Zellgrenzen berücksich-
tigt wurden, mussten die Zellgrenzen definiert werden. Hierzu wurden am 
Phasenkontrastbild die Pixelkoordinaten des Zellumrisses mit dem Zei-
chenprogramm GIMP (GNU Image Manipulation Program) ermittelt. 
 
2.3.1 Berechnung der Deformationsmatrix 
Die Deformationsmatrix zeigt alle berechneten Kräfte im Bildausschnitt 
unabhängig von den Zellgrenzen. Die Darstellung erfolgt durch Kraftvekto-
ren. Die durch die Zelle hervorgerufene Deformierung des Gels wird mit 
dem optischen Fluss-Ansatz zur Analyse bewegter Bilder quantifiziert 
(Marganski et al., 2003). Hiermit werden Verschiebungen eines eindeuti-
gen Intensitätsmusters der Fluoreszenzpartikel im Gel gesucht. Dies ge-
schieht anhand eines Vergleichs zwischen einem Bild mit Zelle und einem 
Referenzbild ohne Zelle und ohne Krafteinwirkung. Die Intensitätsmuster 
werden durch einen festgelegten Bereich der Korrelationsbox definiert. 
Weiterhin wird die Größe der Umgebung, in der nach dem verschobenen 
Intensitätsmuster gesucht werden soll, über die Suchbox bestimmt. Die 
Übereinstimmung der Intensitätsmuster wird über die Berechnung des 
Korrelationskoeffizienten R bestimmt (Marganski et al., 2003). Die Werte 
von R liegen zwischen -1 und +1, wobei +1 die größte Übereinstimmung 
bedeutet und somit identische Intensitätsmuster der Korrelationsbox vor-
liegen. Im Verlauf der Suche nach dem Höchstwert für R wird die Korrela-
tionsbox als Zentrum der Suchbox gewählt und der Korrelationskoeffizient 
in der Umgebung erneut berechnet. Bleibt die Korrelation auf dem zuvor 
ermittelten Maximum, ist die Verschiebung bekannt. Um den Ursprung der 
Kraft zu definieren, werden Knotenpunkte eines Gitternetzes festgelegt. 
Äquivalent zu den Intensitätsmustern werden die Verschiebungen der 
Knotenpunkte berechnet. Als Ergebnis der Berechnungen resultiert die 
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Deformationsmatrix mit den Kraftvektoren und ihren Ursprungsknoten 
(siehe Abbildung 6). 
 
 
 
Abbildung 6: Deformationsmatrix mit Kraftvektoren und ihren Ursprungsknoten. In 
der Mitte dargestellt der Zellumriss. Kraftvektor- und Maßstabs-Eichmarken am 
oberen Bildrand 
 
Wird eine starke Verformung in der Umgebung eines nicht stark verform-
ten Areals berechnet, werden diese Vektoren als suspekt eingestuft und 
erneut berechnet. Die theoretische Genauigkeit dieser Methode liegt bei 
0,1 Pixel (Marganski et al., 2003). 
Bei dieser Methode liegen häufige Fehlerquellen in der Qualität des 
Fluoreszenzbildes, sodass die Intensitätsmuster nicht wiedergefunden 
werden und zwangsläufig eine falsche Berechnung erfolgt. Der Verlust der 
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Fokusebene während des Experiments durch Erschütterungen am 
Mikroskoptisch, schlecht ausgeleuchtete Bilder oder das Herauswaschen 
von Fluoreszenzpartikeln sind Beispiele. Durch Serienaufnahmen des 
Referenzbildes mit 5 µm Abständen in der Fokusebene kann dennoch 
eine Berechnung der Deformationsmatrix anhand mehrerer Bilder 
erfolgen. Das Bild mit der besten Übereinstimmung wird für die weiteren 
Berechnungen verwendet. 
 
2.3.2 Ursprungsknoten der Kraftvektoren innerhalb der Zelle 
Um die Kraftvektoren berechnen zu können, ist es notwendig, den An-
satzpunkt der Kraft zu definieren. Dies geschieht durch Erstellen eines 
Gitternetzes in Form des Zellumrisses, bei dem die Knotenpunkte als Ur-
sprung für die Kraftvektoren dienen. Ein die Zellgrenzen überragendes 
rechteckiges Gitternetz wird so lange geteilt, bis eine vordefinierte Anzahl 
an Ursprungsknoten erreicht ist (je nach Zellgröße bis zu 2500 Knoten-
punkte). Außerhalb des Zellumrisses gelegene Rechtecke werden entfernt 
und solche, die die Zellumrisse schneiden, der Zellkontur angepasst. 
 
2.3.3 Berechnung der Kraftvektoren 
Die zuvor berechnete Deformationsmatrix liefert die Grundlage für die 
Kraftvektorberechnung. Durch Bestimmung zweidimensionaler Vektoren 
im Raum auf elastischen Substraten (Landau et al., 1986) kann eine Aus-
sage zur Richtung und Größe der Kraftvektoren innerhalb der Zelle getrof-
fen werden. Hierbei handelt es sich um Projektionen des dreidimensiona-
len Vektors auf eine Ebene. 
 
2.3.4 Visualisierung der Kraftvektoren 
Zur besseren Darstellung werden nur solche Vektoren durch einen Pfeil 
dargestellt, die mindestens einem Pixel entsprechen. Jedoch werden auch 
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die nicht dargestellten Vektoren in die Kraftberechnung einbezogen. Die 
Eichmarken der Kraftvektoren werden in dyn/cm² angegeben. Die Angabe 
einer Spannung macht insofern Sinn, als dass hier die berechnete Kraft 
auch in der Umgebung des Knotenpunktes wirkt, also auf eine Fläche. Die 
über die Gesamtfläche der Zelle wirkende Spannung kann durch Berück-
sichtigung der Zellfläche in eine Kraft umgerechnet werden. Die Mittelwer-
te der Kräfte und Flächen wurden für die statistische Auswertung verwen-
det. 
Die Ergebnisse einer exemplarischen Berechnung sind in Abbildung 7 
dargestellt. Neben dem Zellumriss mit Zellkern sind das Gitternetz mit den 
Ursprungsknoten, die Kraftvektoren und eine farbliche Visualisierung 
(Heatmap) der Kräfte dargestellt. Zu erkennen ist hier eine übliche Kraft-
verteilung mit den größten Kräften an den Zellausläufern und den kleins-
ten Kräften im Bereich des zentral gelegenen Zellkernes mit zum Zellinne-
ren gerichteten Kraftvektoren. 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Graphische Ausgabe der Libtrc-Software. A Ursprungsknoten der 
Kraftvektoren innerhalb der Zellgrenzen B Kraftvektoren innerhalb der Zellgren-
zen C Farbliche Darstellung (Heatmap) der Kraft innerhalb der Zellgrenzen. Je-
weils mit Längen- und Kraftvektor-Eichmarken 
 
A B C 
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2.4 Grundzüge der Strömungslehre 
Eine detaillierte Beschreibung erfolgte durch Schlichting et al. (Schlichting 
et al., 1967). 
Für die Berechnung der Scherspannung, die auf die Zelloberfläche wirkt, 
werden die physikalischen Eigenschaften der Flüssigkeit und die Abmes-
sungen der Flusskammer benötigt. Ferner müssen Rahmenbedingungen 
für die strömende Flüssigkeit erfüllt sein, um die Berechnungen durchfüh-
ren zu können. 
Bei Wasser handelt es sich im Sinne der Strömungslehre um ein inkomp-
ressibles Fluid mit reibungsbehafteter Strömung. Wichtige Kenndaten für 
Wasser bei konstantem Druck und Zimmertemperatur (ϑ = 20 °C) sind die 
Dichte (δ = 997,3 kg/m3) und die dynamische Viskosität (η = 1010 µPa·s) 
(Schlichting et al., 1967).  
Bei der Bauform der Kammer sind nach Bakker et al. die Länge, Breite, 
Höhe sowie der Ein- und Ausflussbereich für die Ausbildung des Strö-
mungsprofils von Bedeutung (Bakker et al., 2003). 
 
2.4.1 Berechnung der Scherspannung 
Die Scherspannung ist definiert als eine parallel zu einer Oberfläche wir-
kende Kraft und wird in der Dimension Kraft pro Fläche (Pa oder N/m2) 
angegeben. Die veraltete Einheit Dyne ist durch die SI-Einheit Newton 
ersetzt worden, wobei 1 dyn/cm² 0,1 N/m² entspricht. Aufgrund der Ver-
wendung in der aktuellen Literatur wird auch in der vorliegenden Arbeit die 
Scherspannung in dyn/cm² angegeben. 
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Für die Berechnung der Scherspannung muss berücksichtigt werden, 
dass eine reibungsbehaftete Strömung vorliegt. Zwischen allen Flüssig-
keitsschichten einer strömenden Flüssigkeit wirkt nicht nur eine Gewichts-
kraft, sondern auch eine Reibungskraft, die der Fließgeschwindigkeit ent-
gegenwirkt. Zwischen zwei parallel angeordneten Platten, bei denen die 
obere Platte auf der Flüssigkeit frei schwimmt, ergibt sich eine lineare Ver-
teilung der Geschwindigkeit (siehe Abbildung 8). An beiden Platten haftet 
die Flüssigkeit durch die Reibung und führt an der feststehenden Platte an 
der benetzten Oberfläche zum Stillstand der Flüssigkeit. Die schwimmen-
de Platte wird mit der maximalen Fließgeschwindigkeit bewegt. 
 
 
 
Abbildung 8: Geschwindigkeitsprofil zwischen einer feststehenden und einer 
schwimmenden Platte. Die Geschwindigkeit v nimmt linear zwischen den Platten 
über die Höhe y zu bis vmax als maximale Fließgeschwindigkeit erreicht wird 
(nach Schlichting et al., 1967). 
 
In der Parallelflusskammer entwickelt sich das Strömungsprofil zwischen 
zwei feststehenden Platten. Die Flüssigkeit kann in endlich dünne Schich-
ten untergliedert werden. Zwischen der strömenden Flüssigkeit und der 
feststehenden Platte bildet sich eine Grenzschicht, in der die Reibung zu 
einem Stillstand der Flüssigkeit führt (Prandtl, 1904). In der Mitte besteht 
ein Geschwindigkeitsmaximum. Durch Integration der Geschwindigkeit 
über die Kanalhöhe ergibt sich für das Strömungsprofil im zweidimensio-
nalen Fall eine parabolische Form (siehe Abbildung 9). In den Kammer-
schwimmende Platte 
feststehende Platte 
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ecken sowie in den Ein- und Austrittsbereichen kommt es zu Randeffekten 
mit Verwirbelungen und einem nicht voll ausgebildeten Strömungsprofil 
(Bakker et al., 2003). 
 
 
 
Abbildung 9: Geschwindigkeitsprofil zwischen zwei feststehenden Platten. Sche-
matische Darstellung der Profilbildung. vm ist die maximale Geschwindigkeit in 
der Profilmitte (nach Busscher et al., 2006). 
 
Bei Strömungen mit Reibung ist die Scherspannung eine Funktion der 
Geschwindigkeit in Abhängigkeit von der Kanalhöhe. Einerseits nähert 
sich die Scherspannung einem Maximum, wenn der Abstand zur Wand 
gegen Null geht. Andererseits wird die Scherspannung gegen Null stre-
ben, wenn der Abstand zur angeströmten Oberfläche zunimmt. 
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Um diese allgemein gültige Gleichung zu lösen, müssen weitere Rahmen-
bedingungen festgelegt werden. Die Annahme eines Hele-Shaw-Flusses 
ist hierfür notwendig. Dabei handelt es sich um eine zweidimensionale 
Strömung, die in einem Kanal fließt, der eine sehr kleine Kanalhöhe im 
Profilbildung ausgebildetes Profil 
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Vergleich zur Kanallänge aufweist (h << l). Damit erhält man durch Lösen 
der Navier-Stokes-Gleichungen die für rechteckige Profile gültige Formel 
(Usami et al., 1993): 
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2.4.2 Ausbildung einer laminaren Strömung 
Für die Berechnung der Scherspannung nach Formel 7 ist die Ausbildung 
einer laminaren Strömung Voraussetzung. Eine laminare Strömung liegt 
vor, wenn es zu keinem Austausch von Flüssigkeitspartikeln zwischen den 
Schichten kommt (Rotta, 1972; Schlichting et al., 2006). Falls diese Be-
dingung nicht zutrifft, nennt man die Strömung turbulent. 
Um abschätzen zu können, ob eine Strömung laminar oder turbulent ver-
läuft, wird die Reynolds-Zahl berechnet. Sie ist eine dimensionslose Zahl, 
die von der Viskosität und der Fließgeschwindigkeit des Mediums sowie 
von der Länge der angeströmten Oberfläche abhängt. Bereits 1883 konnte 
Osborne Reynolds mittels eines Farbfadens diese physikalischen Zusam-
menhänge in Rohrströmungen nachweisen (Schlichting et al., 1967). 
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Da die Reynolds-Zahl von der Bauform abhängig ist, muss sie für ein 
rechteckiges Profil unter Berücksichtigung des hydraulischen Durchmes-
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sers berechnet werden (Bakker et al., 2003). Dieser ist eine Näherung an 
kreisrunde Querschnitte für Berechnungen in der Strömungslehre 
(Schlichting et al., 1967). 
 
 
η
δ
⋅+
⋅
= )(Re wh
Q
 
Re 
Q 
δ  
h 
w 
η
 
= 
= 
= 
= 
= 
= 
Reynolds-Zahl 
Massendurchsatz (m3/s) 
Dichte (kg/m3) 
Kanalhöhe (m) 
Kanalbreite (m) 
dynamische Viskosität (Pa·s) 
(2.9) 
 
Bei den Versuchen lagen Reynolds-Zahlen von Re ≈ 10 vor. Dies ist deut-
lich kleiner als die kritische Reynolds-Zahl Rekrit ≅ 2300, bei der eine lami-
nare Strömung in eine turbulente Strömung übergeht (Wibel, 2008) und 
die Scherkraftberechnung mit der beschriebenen Methode nicht durchge-
führt werden dürfte. 
Ob sich ein Strömungsprofil frei ausbildet, kann durch die Profilentwick-
lungslänge bestimmt werden (siehe Formel 10). Diese wird durch die 
Kammerhöhe, die Reynolds-Zahl und eine Konstante bestimmt, die von 
der Bauform abhängig ist und von Busscher et al. für Parallelflusskam-
mern zwischen 0,013 und 0,044 angegeben wird (Busscher et al., 2006).  
 
 hcLe ⋅⋅= Re  Le 
Re 
h 
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Profil-Entwicklungslänge (m) 
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(2.10) 
 
Wird die größte anzunehmende Konstante für die Berechnung der Profil-
entwicklungslänge zugrunde gelegt, ergibt sich für diesen Versuchsaufbau 
ein Wert von Le ≈ 60 µm. Ein voll ausgebildetes Strömungsprofil in der Mit-
te des 16 mm durchmessenden Gels ist damit gewährleistet. 
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2.5 Versuchsaufbau 
Für die Scherkraftversuche wurde als Versorgungsmedium Ham’s F10 
Medium mit 10 mM HEPES Pufferlösung verwendet. Dies war nötig um 
die Pufferkapazität des Mediums zu erhöhen, da die Versuche bei Raum-
temperatur und ohne CO2-Begasung stattfanden. Dem Medium der Ver-
suchsgruppe wurde zusätzlich 1 µM ML-7 zugefügt. 
 
Tabelle 10: Materialien für die Versuchsgruppe 
 
11 mM ML-7 Stammlösung 
5 mg ML-7 (1-[5-iodonaphthalen-1-sulfonyl]-
1H-hexahydro-1,4-diazepin hydrochlorid) 
C15H17IN2O2S · HCl 
+ 1 ml DMSO 
 
Sigma, Nr. I2764-5MG 
 
2.5.1 Mikroskop und Lichtquellen 
Für die Versuche wurde ein inverses Fluoreszenzmikroskop von Nikon 
(TE-2000 U) verwendet. Die Phasenkontrastaufnahmen erfolgten mit der 
vorinstallierte Lichtquelle und einer im Lichtweg eingeschalteten Ringblen-
de. In dieser Konstellation wurden die Zellen für den Versuch eingestellt 
und für den später benötigten Zellumriss abgelichtet. 
Um die Fluoreszenz der im Gel eingegossenen Partikel anzuregen, wurde 
eine Lichtquelle von Richard Wolf (PDD Combilight 5133) eingesetzt. Die 
entsprechenden Filter für das Anregungs- und Emissionslicht sowie ein 
dichroitischer Spiegel für die Strahlentrennung waren im Lichtweg einge-
baut. Die Anregung der Fluoreszenzpartikel erfolgte bei 505 nm. Die 
Emissionswellenlänge der Partikel liegt bei 515 nm (siehe Tabelle 5). Die 
Optik bestand aus einem Objektiv von Nikon (Plan Fluoreszenz 40x 
ELWD) mit langem Arbeitsabstand (Arbeitsabstand = 3,7 - 2,7 mm).  
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2.5.2 Kamera 
Über den Zeitraum der Versuche wurden drei verschiedene charge-
coupled device (CCD)-Kameras verwendet, die sich in der Auflösung und 
Lichtempfindlichkeit des Photochips unterschieden. Neben der 
MicroImager MI1400 (Xillix) kamen die CoolView EM1000 (Photonic 
Science) und die Impactron TI (Photonic Science) zum Einsatz. Alle Ka-
meratypen wurden in den Lichtweg des Mikroskops eingeschaltet. Die Da-
tenübertragung erfolgte an einen Computer mit installierter Steuersoftware 
Image-Pro Plus (MediaCybernetics). Die Belichtungszeiten lagen für Pha-
senkontrastaufnahmen bei 10 ms (Impactron TI/ CoolView EM1000) be-
ziehungsweise 30 ms (MicroImager MI1400) sowie für Fluoreszenzauf-
nahmen bei 300 ms (Impactron TI/ CoolView EM1000) beziehungsweise 
2000 ms (MicroImager MI1400). 
 
Tabelle 11: Verwendete CCD-Kameras 
 
Impactron TI 
8 Bit CCD (1000 x 1000 Pixel) 
Photonic Science 
 
MicroImager MI1400 
8 Bit CCD (1306 x 1032 Pixel) 
 
Xillix 
 
CoolView EM1000 
12 Bit CCD (1000 x 1000 Pixel) 
 
Photonic Science 
 
2.5.3 Parallelflusskammer und Flüssigkeitsreservoir 
Der Aufbau der hier verwendeten Kammer mit konstanter Scherspannung 
über die Kammerlänge ist in Abbildung 10 dargestellt. In den offenen Bo-
den wird der Objektträger eingelegt, auf dem das Gel mit den zu beobach-
tenden Zellen aufgebracht ist. Auf dem Objektträger wird ein 200 µm ho-
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her Abstandshalter platziert. Darüber wird ein durchsichtiger Kunststoff-
quader mit Dichtungsring eingesetzt. Der Deckel wird mit dem Boden ver-
schraubt um die eingebauten Teile zu fixieren und die Kammer dicht zu 
verschließen. Die Flüssigkeitszufuhr und -abfuhr erfolgt jeweils durch eine 
am Kammerende befindliche konische Öffnung. Die Kammer hat eine In-
nenlänge von 60 mm und eine Innenbreite von 26 mm. Da die Gelhöhe 
70 µm beträgt (siehe 2.1.2), ist die Höhe des durchströmten Volumens für 
die Berechnung der Scherspannung 200 µm - 70 µm = 130 µm. 
 
 
 
Abbildung 10: Flusskammer. A Deckel B Kunststoffquader mit konischer Öffnung 
C Dichtungsring D Abstandshalter E Boden 
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Eine konstante Flüssigkeitsströmung wurde durch ein Kunststoffreservoir 
mit gleichbleibendem Druckgradienten erzeugt. Dieses hat in der Mitte 
einen Zylinder, der als Überlauf dient (siehe Abbildung 11). Da es sich um 
ein offenes System handelt, bei dem das durch die Kammer fließende 
Medium verloren geht, wurde durch den vorhandenen Zulauf stetig Flüs-
sigkeit nachgefüllt und damit ein gleichbleibender Flüssigkeitspegel er-
reicht. 
 
 
 
Abbildung 11: Flüssigkeitsreservoir. Zu- und Abläufe sowie mittig der Überlauf.  
 
Zur Berechnung der Scherspannung ist die Kenntnis der Eintrittsge-
schwindigkeit in die Flusskammer nötig. Diese ist nach Torricelli zu be-
rechnen (Schlichting et al., 1967) wobei der Flüssigkeitspegel von der 
Flüssigkeitsoberfläche bis zur Eintrittsöffnung der Flusskammer gemessen 
wird (siehe Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Versuchsaufbau. Flüssigkeitsreservoir und Flusskammer mit 
Flüssigkeitspegel h 
 
2.5.4 Durchführung der Versuche 
Bei dem verwendeten Versuchsaufbau wurde die Scherspannung über ein 
hydrostatisches Niveau erzeugt. Luftblasen in der Flüssigkeit führen zu 
einer Flussstagnation oder zum Ablösen der Zellen während des Ver-
suchs. Um Luftblasen zu vermeiden, wurde die Kammer in einem mit Me-
dium gefüllten Gefäß vormontiert. Um Randeffekte der Flüssigkeitsströ-
mung (nicht ausgebildetes Strömungsprofil, Verwirbelungen) zu vermei-
den, wurden Zellen in der Mitte des Gels beobachtet. 
Nach Montage der Flusskammer wurden 10 ml/h Medium durch die Kam-
mer geleitet. Dies entspricht einer Scherspannung von unter 2 dyn/cm² 
(Grundfluss). Der Grundfluss ist nötig um einen Abtransport der Stoff-
wechselprodukte aus der Parallelflusskammer zu gewährleisteten. 
Bei der Versuchsgruppe betrug der Inkubationszeitraum im Grundfluss 
unter Nutzung des mit ML-7 versetzten Mediums 1 Stunde. Die Kontroll-
gruppe mit dem unbehandelten Medium wurde für 20 Minuten im Grund-
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fluss beobachtet. Für die Versuche wurde eine Scherspannung von 
30 dyn/cm² über einen Zeitraum von 5 Minuten generiert (Belastung). 
 
2.6 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Mittelwerte erfolgte bei nicht normalverteil-
ten Messgrößen durch einen nichtparametrischen Test für unabhängige 
Stichproben. Hierfür wurde der Ranglistentest nach Mann-Whitney ange-
wendet. Für Korrelationsanalysen wurde der bivariate Korrelationstest 
nach Kendall-Tau angewendet. Als Signifikantsniveau wurde α = 0,05 
festgelegt. Die statistischen Berechnungen und Graphen wurden mit dem 
Programm SPSS 14.0 erstellt. Bei den Balkendiagrammen wurde ein 
95 %-Konfidenzintervall als Fehlerbalken gewählt. Dieses bietet den Vor-
teil gegenüber der Standardabweichung, die Signifikanz direkt am Dia-
gramm abschätzen zu können. 
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3 Ergebnisse 
 
Insgesamt wurden 38 primäre bovine Osteoblasten als Kontrollgruppe un-
tersucht. Aufgrund einer Zellablösung während des Experiments konnten 
hiervon 19 Zellen (50,0 %) für die Auswertung verwendet werden. Bei den 
mit ML-7 inkubierten Osteoblasten als Versuchsgruppe konnten 15 von 29 
Zellen (51,7 %) ausgewertet werden. Für die statistische Auswertung wur-
den vier Gruppen gebildet (siehe Tabelle 12). Die erste Gruppe besteht 
aus 95 Einzelmessungen in der Kontrollgruppe im Grundfluss (2 dyn/cm² 
Scherspannung). Die zweite Gruppe bilden 380 Messungen in der Kon-
trollgruppe bei Belastung (30 dyn/cm² Scherspannung). Weitere zwei 
Gruppen wurden äquivalent zu der Kontrollgruppe bei den mit ML-7 
inkubierten Osteoblasten erstellt. Im Grundfluss wurden hier 75 Messun-
gen registriert und 300 Messungen bei Belastung. 
 
Tabelle 12: Gruppenbildung der Kontroll- und Versuchsgruppe 
 
Anzahl der Einzel-
messungen (N) Kontrolle ML-7 
Grundfluss N = 95 N = 75 
Belastung N = 380 N = 300 
 
3.1 Zellfläche 
Der Mittelwert der Zellfläche bei den unbehandelten bovinen Osteoblasten 
beträgt 2401 µm² (Standardabweichung 876 µm²) im Grundfluss und 
2239 µm² (Standardabweichung ±812 µm²) bei Belastung. Bei den mit 
ML-7 inkubierten Osteoblasten zeigt sich eine Zellfläche von 2291 µm² 
(Standardabweichung ±874 µm²) im Grundfluss und 1843 µm² (Standard-
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abweichung ±952 µm²) bei Belastung. Bei Belastung zeigen die mit ML-7 
inkubierten Zellen eine signifikant geringere Zellfläche (p < 0,001, Mann-
Whitney) als die unbehandelten Osteoblasten (siehe Abbildung 13). 
 
Tabelle 13: Zellflächenmittelwerte mit Standardabweichung (SD) 
 
Zellflächen-
mittelwerte (µm²) Kontrolle ML-7 
Grundfluss 2401 (SD ±876) µm² 2239 (SD ±812) µm² 
Belastung 2291 (SD ±874) µm² 1843 (SD ±952) µm² 
 
 
 
Abbildung 13: Mittelwerte der Zellflächen mit Konfidenzintervall (CI) 
ML-7, BelastungML-7 , Grund flussKontrolle , BelastungKontrolle, Grundfluss
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Abbildung 14: Phasenkontrastaufnahmen eines Osteoblasten. 
von ML-7 B Rückbildung von Lamellopodien während der Zugabe von ML
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Abbildung 15: Histogramme der Kontrollgruppe mit Normalverteilungskurve 
 
3.3 Kraftverteilung in der Versuchsgruppe 
In der Versuchsgruppe zeigt sich im Grundfluss keine Normalverteilung, 
wohingegen sich bei Belastung annähernd eine Normalverteilung darstellt 
(Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Histogramme Versuchsgruppe mit Normalverteilungskurve 
 
3.4 Auswertung der Kraftmittelwerte 
Für die Auswertung der Kraftmittelwerte wurden diese in den Gruppen 
miteinander verglichen. Die Werte für die einzelnen Gruppen sind in 
Tabelle 14 und Abbildung 17 dargestellt. Hierbei zeigen die mit ML-7 
inkubierten Osteoblasten ein höheres Kraftniveau sowohl im Grundfluss 
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(um 12,9 % größerer Kraftbetrag) als auch unter Belastung (um 17,3 % 
größerer Kraftbetrag). 
 
Tabelle 14: Kraftmittelwerte mit Standardabweichung (SD) 
 
Kraftmittelwerte (nN) Kontrolle ML-7 
Grundfluss 75 (SD ±66) nN 86 (SD ±51) nN 
Belastung 67 (SD ±60) nN 81 (SD ±33) nN 
 
 
 
Abbildung 17: Kraftmittelwerte der Kontroll- und Versuchsgruppe mit 
Konfidenzintervall (CI) 
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Sowohl bei der Kontrollgruppe als auch bei der Versuchsgruppe zeigt sich 
kein signifikanter Kraftunterschied beim Vergleich zwischen Grundfluss 
und Belastung. Beim Vergleich der ML-7-inkubierten Zellen mit der Kont-
rollgruppe zeigt sich jedoch ein signifikanter Kraftunterschied sowohl im 
Grundfluss (p = 0,012, Mann-Whitney) als auch bei Belastung (p < 0,001, 
Mann-Whitney). 
 
3.5 Gruppenbildung für die Reaktionstypen 
Um Zellgruppen zu unterscheiden, die durch die mechanische Stimulation 
mit einem Kraftanstieg, -verlust oder mit einer gleichbleibenden Kraft rea-
giert haben, wurden weitere Gruppen für die Reaktionstypen gebildet (sie-
he Abbildung 18). Bei den unbehandelten Osteoblasten stellte sich eine 
Zunahme des Kraftbetrags bei 5 von 19 Zellen (26,3 %) dar, 10 von 19 
Zellen (52,6 %) reagierten mit einem Kraftverlust. Zellen, die keine Kraft-
änderung von mehr als 10 % des Mittelwertes zeigten, wurden der Gruppe 
mit gleichbleibender Kraft zugeteilt (siehe Tabelle 15 und Abbildung 18). 
Die Kontrollgruppe zeigte hierbei Kraftverluste bei Belastung im Vergleich 
zum Grundfluss im Bereich von 14 % (28 nN auf 24 nN) bis 136 % 
(100 nN auf 43 nN). Die Kraftzunahme lag bei 13 % (23 nN auf 26 nN) bis 
35 % (15 nN auf 27 nN). 
 
Tabelle 15: Reaktionstypen bei der Kontrollgruppe 
 
Anzahl der Zellen (N) Kontrolle 
Kraftzunahme N = 5 26,3 % 
Kraftabnahme N = 10 52,6 % 
Keine Kraftänderung N = 4 21,1 % 
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Bei der Versuchsgruppe reagierten 7 von 15 Zellen (46,7 %) mit einer 
Kraftzunahme unter Belastung. Bei 8 von 15 Zellen (53,3 %) zeigte sich 
eine Kraftabnahme (siehe Tabelle 15 und Abbildung 18). Die ML-7-
inkubierten Osteoblasten zeigten einen Kraftverlust von 11 % (71 nN auf 
64 nN) bis 115 % (189 nN auf 88 nN). Die Kraftzunahme lag bei 10 % 
(59 nN auf 66 nN) bis 39 % (83 nN auf 136 nN). 
 
Tabelle 16: Reaktionstypen bei der Versuchsgruppe 
 
Anzahl der Zellen (N) ML-7 
Kraftzunahme N = 7 46,7 % 
Kraftabnahme N = 8 53,3 % 
Keine Kraftänderung N = 0 0,0 % 
 
 
 
Abbildung 18: Reaktionstypen der Gruppen 
ML-7Kontrolle
Gruppe
Kraftabnahme
Kraftzunahme
keine Kraftänderung
Reaktionstyp
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3.6 Auswertung über die Zeit 
Wird der Kraftverlauf über die Zeit betrachtet, zeigt sich in beiden Gruppen 
eine Kraftabnahme im Beobachtungszeitraum. Dieser Verlauf ist in Abbil-
dung 19 dargestellt, wobei zum Zeitpunkt 0 (senkrechte Linie) die Belas-
tung mit 30 dyn/cm² beginnt. Die Versuchsgruppe zeigt innerhalb von 15 
Sekunden ab Belastungsbeginn einen steilen Kraftanstieg. Der Kraftver-
lauf (Korrelation der Zeit mit der Kraft, Kendall-Tau) ist nicht signifikant, 
weder in der Versuchsgruppe noch in der Kontrollgruppe. 
 
 
 
Abbildung 19: Kraftverlauf beider Gruppen über die Zeit  
 
3.7 Auswertung über die Zeit für die Reaktionstypen der Kontroll-
gruppe 
Werden die Reaktionstypen über die Zeit betrachtet, zeigt sich in der Kon-
trollgruppe bei allen Reaktionstypen eine stetige Veränderung der Kraft 
mit Beginn der Beobachtungsphase (siehe Abbildung 20). Zellen des 
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Reaktionstyps mit geringer Kraft zu Beginn der Beobachtung zeigen nach 
Belastung einen Kraftanstieg (nicht signifikant), wohingegen Zellen des 
Reaktionstyps mit hoher Kraft am Anfang der Beobachtung mit einem sig-
nifikanten Kraftverlust reagieren (p < 0,001, Kendall-Tau) bei Korrelation 
der Zeit mit der Kraft. 
 
 
 
Abbildung 20: Kraftverlauf über die Zeit der Reaktionstypen bei der Kontrollgrup-
pe (mit * gekennzeichneter Verlauf ist signifikant) 
 
Werden die Einzelzellen innerhalb der jeweiligen Reaktionstypen betrach-
tet (siehe Abbildung 21), zeigen sich stark unterschiedliche Ausgangskräf-
te (6 nN bis 261 nN, Mittelwert 72 nN, Standardabweichung ±71 nN). 
Beim Vergleich der Kraftmittelwerte der Einzelzellen im Grundfluss und bei 
Belastung reagierten 4 von 5 Zellen mit einer signifikanten Kraftzunahme 
(p = 0,004 bis p = 0,041, Mann-Whitney) und 5 von 10 Zellen mit einer 
signifikanten Kraftabnahme (p = 0,001 bis p = 0,021, Mann-Whitney). 
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Abbildung 21: Kraftverlauf über die Zeit der Einzelzellen bei der Kontrollgruppe. A 
Kraftzunahme B Kraftabnahme C Keine Änderung (mit * gekennzeichnete Zellen 
reagierten signifikant) 
 
3.8 Auswertung über die Zeit für die Reaktionstypen der Versuchs-
gruppe 
Bei der Versuchsgruppe zeigt sich ein sprunghafter Anstieg der Kraft in-
nerhalb der ersten 15 Sekunden nach Belastungsbeginn. Der Reaktions-
typ mit der Kraftabnahme zeigt einen stetigen Verlauf (siehe Abbildung 
22). In der Versuchsgruppe zeigen die Zellen des Reaktionstyps mit einer 
hohen Ausgangskraft einen signifikanten Kraftverlust (p = 0,01, Kendall-
Tau) und Zellen des Reaktionstyps mit einer geringen Ausgangskraft ei-
nen signifikanten Kraftanstieg (p = 0,023, Kendall-Tau) bei Korrelation der 
Zeit mit der Kraft. 
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Abbildung 22 Kraftverlauf über die Zeit der Reaktionstypen der Versuchsgruppe 
(mit * gekennzeichneter Verlauf ist signifikant) 
 
Die Ausgangskräfte der Einzelzellen bei den ML-7-inkubierten 
Osteoblasten (siehe Abbildung 23) sind wie bei der Kontrollgruppe stark 
unterschiedlich (14 nN bis 232 nN, Mittelwert 93 nN, Standardabweichung 
±58 nN). 
Beim Vergleich der Kraftmittelwerte der Einzelzellen im Grundfluss und bei 
Belastung reagierten 4 von 7 Zellen mit einer signifikanten Kraftzunahme 
(p = 0,001 bis p = 0,010, Mann-Whitney) und 4 von 8 Zellen mit einer sig-
nifikanten Kraftabnahme (p = 0,008 bis p = 0,049, Mann-Whitney). 
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Abbildung 23: Kraftverlauf über die Zeit der Einzelzellen bei der Versuchsgruppe. 
A Kraftzunahme B Kraftabnahme (mit * gekennzeichnete Zellen reagierten signi-
fikant) 
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4 Diskussion 
 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Myosin II auf die Kraftentwicklung 
in primären bovinen Osteoblasten bei Belastung durch Scherspannung 
untersucht. Durch Blockade der Myosin-Leichtketten-Kinase wurden bei 
geringerer Zellfläche signifikant höhere Kräfte beobachtet als bei den un-
behandelten Osteoblasten. Dies deutet auf eine von der Myosin-
Leichtketten-Kinase unabhängige Kraftentwicklung im Zellzentrum von 
Osteoblasten hin. Der frühe zeitliche stetige Kraftverlauf bei den un-
behandelten Osteoblasten lässt einen sensiblen Mechanorezeptor vermu-
ten, der auf Scherspannungen von unter 2 dyn/cm² anspricht. Zellen mit 
großen Kräften am Anfang des Experiments zeigten einen signifikanten 
Kraftverlust und Zellen der Versuchsgruppe mit kleinen Kräften einen sig-
nifikanten Kraftanstieg. 
 
4.1 Myosin-Leichtketten-Kinase-Inhibitor ML-7 
Die mit ML-7 inkubierten Osteoblasten zeigten sowohl während der Belas-
tung als auch im Grundfluss einen signifikant höheren Kraftbetrag im Ver-
gleich zu den unbehandelten Osteoblasten. Die gewählte ML-7-
Konzentration von 1 µM stützt sich auf die Annahme, dass die Zelle bei 
fehlenden Zellausläufern keine Kräfte auf das Substrat ausüben kann. 
Versuche an Fibroblasten haben gezeigt, dass ML-7 zu einem Rückgang 
an Zellausläufern und zu einer Verringerung der Zellsteifigkeit führt 
(Schafer et al., 2005). Untersuchungen belegen weiterhin eine Abhängig-
keit der Zellmotilität und damit der Kraftentwicklung von der Aktin-Myosin-
Interaktion im Zytoskelett (Jay et al., 1995; Oliver et al., 1999; Yam et al., 
2007). Die fokalen Adhäsionen werden bei Bewegung der Zelle im hinte-
ren Teil durch Zug gelöst, und Aktin wird reorganisiert (Rubinstein et al., 
2009; Yam et al., 2007). 
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Eine mögliche Erklärung für die dennoch vorhandene Zellkraft ist ein intak-
tes Zytoskelett im Zentrum der Zelle mit konsekutiver Spannung auf die 
restlichen fokalen Adhäsionen. Der Mechanismus könnte eine Myosin-
Leichtketten-Kinase-unabhängige Aktivierung von Myosin II über die 
GTPase Rho sein. Arbeiten, die diese These unterstützen, wurden bereits 
an Fibroblasten durchgeführt. Katoh et al. konnten in einer vergleichenden 
Untersuchung zwischen der Rho-Kinase- und der Myosin-Leichtketten-
Kinase-abhängigen Kontraktion von Aktin-Stressfasern vom Aktivierungs-
weg abhängige Zellbereiche definieren (Katoh et al., 2001; Katoh et al., 
2011). Demnach führte die Rho-Kinase zu einer zentral betonten Stress-
faseraktivierung, wohingegen die Myosin-Leichtketten-Kinase in der Zell-
peripherie für die Myosin II-Aktivität verantwortlich gemacht wird. 
Der Aktivierungsweg über Rho könnte auch die insgesamt erhöhte Zell-
kraft erklären. Die Aktivierung von Myosin II über Rho wird sowohl über 
eine Phosphorylierung der Myosin-Leichtkette als auch über eine Inaktivie-
rung der Myosin-Phosphatase reguliert (Amano et al., 1996; Kimura et al., 
1996). Die fehlende Dephosphorylierung der Myosin-Leichtkette durch die 
Myosin-Phosphatase führt zu einer Bindung von Myosin II an Aktin. Dies 
könnte durch einen ungehemmten Querbrückenzyklus des Aktin-Myosin-
Komplexes zu einer Verstärkung der Zellspannung führen. 
Diese Annahme wird gestützt durch Versuche an mechanisch nicht belas-
teten Fibroblasten nach Blockade der Myosin-Leichtketten-Kinase. 
Beningo et al. konnten hierbei keine Änderung der Zellkräfte beobachten, 
wohingegen nach Blockade der Rho-Kinase ein Abfall der Zellkraft resul-
tierte (Beningo et al., 2006). 
Die mit ML-7 inkubierten Osteoblasten reagierten mit einem sprunghaften 
Kraftanstieg, der zu Beginn der Belastung einsetzte. Durch die vermutlich 
erhöhte Zellspannung könnte auch die Reizschwelle für eine mechanische 
Stimulation herabgesetzt worden sein beziehungsweise der mechanische 
Stimulus wurde verstärkt. Der Mechanismus zur Herabsetzung der 
Reizschwelle wurde bereits von Jones et al. beschrieben (Jones et al., 
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1995). Durch Erhöhung der Zellspannung kann ein potentieller 
Mechanosensor demarkiert werden, indem die Zellmembran-
deformierungen minimiert werden. Weiterhin wurde eine Theorie der 
Signalverstärkung einer Dehnung in Osteozyten durch eine erhöhte 
Zytoskelettsteifigkeit beschrieben (Han et al., 2004). Han et al. setzten für 
ihre Annahmen jedoch voraus, dass es sich um Osteozyten mit 
Zellausläufern im lakuno-kanalikulären System handelt und nicht wie in 
dieser Arbeit um Osteoblasten ohne Zellausläufer. 
 
4.2 Primäre bovine Osteoblasten 
Bei den unbehandelten Osteoblasten reagierten 5 von 19 Zellen (26,3 %) 
und bei den mit ML-7 inkubierten Zellen 7 von 15 Zellen (46,7 %) mit 
einem Kraftanstieg. Diese Werte sind zumindest bei den unbehandelten 
Osteoblasten mit den Ergebnissen von Rieger vergleichbar (Rieger, 
2004). Rieger zeigte einen Kraftanstieg in 1 von 5 Osteoblasten (20 %), 
jedoch bei einer deutlich höheren Scherspannungsbelastung von 
65 dyn/cm². 
Der stetige Kraftanstieg bei den unbehandelten Osteoblasten könnte Aus-
druck einer Abhängigkeit der Feinregulation der Kraftrezeption durch die 
Myosin-Leichtketten-Kinase in der Zellperipherie sein. Die Myosin-
Leichtketten-Kinase ist jedoch abhängig von der Anwesenheit von Kalzium 
für ihre Funktion (Katoh et al., 2011). Untersuchungen von Rieger an pri-
mären bovinen Osteoblasten zeigten einen Kalziumanstieg erst nach 20 
Sekunden bei einer Scherspannung von 25 dyn/cm² und eine Krafterhö-
hung in einer von fünf untersuchten Zellen nach 160 Sekunden (Rieger, 
2004). Die Bedeutung der kalziumabhängigen Myosin-Leichtketten-Kinase 
in diesem Zusammenhang scheint daher in den Hintergrund zu treten. Als 
möglichen alternativen Weg der frühen Kraftentwicklung bei Scherspan-
nungen unter 2 dyn/cm² könnte auch hier eine Aktivierung der kalziumun-
abhängigen Rho-Kinase sein (Katoh et al., 2011). Die Aktivierung von 
4 Diskussion 
65 
 
RhoA wurde von Hamamura et al. unter Scherspannungsbelastungen von 
10 dyn/cm² nachgewiesen (Hamamura et al., 2012). Hierzu wurden 
osteoblastenähnliche Zellen über 1 Stunde belastet. Der Nachweis einer 
Signalkaskade über Inositoltriphosphat und der mitogen-activated protein 
kinase durch Hamamura et al. kann auch für eine konsekutive Aktivierung 
der Rho-Kinase sprechen. 
Ebenfalls könnte die intakte Konfiguration des Zytoskeletts im Vergleich zu 
den ML-7-inkubierten Osteoblasten eine entscheidende Rolle für die 
Kraftentwicklung einnehmen. Hier ist vor allem an eine Rezeption über die 
an das Zytoskelett gekoppelten Integrine zu denken, wobei über diesen 
Mechanismus die minimale nötige Scherspannung für eine Zellantwort zu 
bestimmen bleibt. Wang et al. konnten in Endothelzellen, die durch eine 
Zugspannung an der extrazellulären Matrix mechanisch belastet wurden, 
eine schnelle Aktivierung der Src Tyrosinkinase in fokalen Adhäsionen 
nachweisen (Wang et al., 2005). Ferner wurde eine sich ausbreitende Ak-
tivierung der Src über den Ort der Belastung hinaus beobachtet. Über 
welche intrazellulären Kaskaden es über die Integrinaktivierung zu einer 
schnellen Kraftentwicklung kommen könnte, ist bislang nicht beschrieben. 
Insgesamt scheint die Kraftentwicklung durch Scherspannung in 
Osteoblasten mehr einem Regelkreislauf als einem Reiz-Antwort-
Mechanismus zu unterliegen. Dafür spricht der beobachtete stetige 
Kraftanstieg in den unbehandelten Osteoblasten. Auch der Kraftverlust bei 
den Zellen mit hohen Ausgangskräften und der Kraftanstieg bei den Zellen 
mit geringer Ausgangskraft können für diesen Regelkreislauf sprechen. 
Als Regelgröße ist hier die resultierende Kraft denkbar. Wirkt eine von 
außen angreifende Kraft auf die Zelle, wird die Zelle entweder bewegt 
oder deformiert. Aufgrund der Anhaftung der Zelle wird die Kraft als 
Spannung auf die Zelloberfläche wirken und über das Zytoskelett an die 
Integrine und die extrazelluläre Matrix weitergegeben werden (Ingber, 
1997). Erhöht die Zelle nun die innere Spannung durch Ausbau der Aktin-
Stressfasern, wird der von außen anliegenden Spannung entgegen-
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gewirkt, bis die resultierende Kraft den Sollwert erreicht hat. Bereits 1995 
postulierten Banes et al. einen solchen Feedback-Mechanismus über die 
Spannung des Zytoskeletts (Banes et al., 1995). Ein ähnlicher 
Mechanismus könnte sowohl für die Dehnung von Zellen über die 
extrazelluläre Matrix als auch für die Rezeption der Untergrundsteifigkeit 
einer Zelle (Durotaxis) diskutiert werden. Hier wird die Regelgröße 
(resultierende Kraft) über die extrazelluläre Matrix eingestellt. Bei weichen 
Untergründen sind kleinere Spannungen nötig um den Sollwert 
einzustellen als bei steiferen Untergründen. Die Beobachtungen, dass 
fokale Adhäsionen kleiner sind oder fehlen sowie die Aktivität der fokalen 
Adhäsionskinase reduziert ist, wenn Zellen auf einem weichen Substrat 
kultiviert werden, bekräftigen diese Theorie (Paszek et al., 2004). 
Zusammenfassend erscheint eine genaue Zuordnung der einzelnen Struk-
turen für die Zellkraft zu einer Kraftgenerierung einerseits oder zu einer 
Mechanotransduktion andererseits aufgrund der voneinander abhängigen 
Regulierungen noch schwierig. Weitere Untersuchungen werden darüber 
Aufschluss geben. 
 
4.3 Methodik 
Der Vorteil der verwendeten Methode mit wenigen auf Polyacrylamidgel 
anheftenden Zellen liegt in der Möglichkeit, das Kraftverhalten einer ein-
zelnen Zelle zu untersuchen. Dadurch entstehen jedoch unphysiologische 
Verhältnisse mit einer aus dem Verbund herausgelösten Zelle, die nicht in 
einer dreidimensionalen organischen Umgebung mit anderen Zellen in 
Verbindung steht. Barron et al. zeigten eine erhöhte Genexpression von 
Osteopontin (OPN) und fibroblast growth factor 2 (FGF-2) in Scherspan-
nungsuntersuchungen an Osteoblasten, die in einer dreidimensionalen 
Matrix verankert waren im Unterschied zu Osteoblasten die flach kultiviert 
wurden (Barron et al., 2010). 
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Ferner stellt der statische Flüssigkeitsfluss mit konstanter Scherkraft keine 
In-vivo-Bedingung dar. Jaasma et al. untersuchten die Auswirkungen von 
statischer und dynamischer Scherspannungen auf Osteoblasten und 
konnten bei dynamischen Belastungen eine höhere Expression von 
Cyclooxigenase-2, Prostaglandin E2 und Osteopontin nachweisen 
(Jaasma et al., 2008). 
Zusätzlich entspricht die tatsächlich entstehende Scherspannung über der 
Zelle nicht der berechneten Scherspannung. Durch die Zellform und die 
Zellmembranbeschaffenheit (Hyman, 1972) sowie unebenem Untergrund 
durch zahlreiche anheftende Zellen außerhalb des Beobachtungsraumes 
(Satcher et al., 1992) wird der Flüssigkeitsfluss und somit auch die Scher-
spannung in schwer abschätzbarer Weise verändert. 
Unterschiede im Ansprechverhalten der Osteoblasten können zum einen 
dadurch entstehen, dass sich die Zellen in unterschiedlichen Zellzyklen 
befinden (Bizzarri et al., 1994). Zum anderen könnte trotz erfolgter 
Phänotypisierung eine Mischkultur unterschiedlicher Zelltypen vorliegen 
(Wong, 1990). Als Folge lägen Zellen mit Unterschieden in der Proteinex-
pression unter Einbezug von Strukturproteinen der Signaltransduktion vor. 
 
4.4 Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine von der Zellperipherie unab-
hängige Mechanotransduktion in Osteoblasten hin. Weiterführende Expe-
rimente könnten durch die Rho-Kinase regulierte Zytoskelettstrukturen 
unter mechanischer Belastung untersuchen. Ferner scheinen die fokalen 
Adhäsionen eine zentrale Rolle in der Mechanotransduktion einzunehmen. 
Untersuchungen zu Vinculin als Bindeglied in reifenden fokalen Adäsionen 
in durch Scherspannung belasteten Osteoblasten wurden bereits durchge-
führt (Tan et al., 2010). Neben Scherspannungen für die mechanische 
Stimulation von Osteoblasten können Experimente mit einer Belastung 
durch Dehnung weiterführende Erkenntnisse liefern. Durch die unter-
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schiedlichen Stimulationsorte (Zelloberfläche bei Scherspannung und An-
heftungsfläche bei Dehnung) ließen sich Aussagen zur Bedeutung der 
Zellstruktur bei der Mechanotransduktion machen. Am Institut für Experi-
mentelle Orthopädie und Biomechanik durchgeführte, bislang unveröffent-
lichte Untersuchungen an Osteoblasten, die durch Dehnung belastet wur-
den, zeigten mit der vorliegenden Arbeit vergleichbare Ergebnisse. Es 
wurden unterschiedliche Reaktionstypen beschrieben, wobei 4 von 23 Zel-
len mit einem Kraftanstieg reagierten und 11 von 23 Zellen mit einem 
langsamen oder schnellen Kraftverlust reagierten (Schmenn, 2012, unver-
öffentlicht). Diese Ergebnisse deuten auf eine von der Stimulationsart un-
abhängige Kraftentwicklung in Osteoblasten hin. 
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5 Zusammenfassung 
 
Knochen als dynamisches Gewebe kann durch mechanische Belastung 
zugunsten des Knochenaufbaus umstrukturiert werden. Im lakuno-
kanalikulären System können unter Belastung Flüssigkeitsverschiebungen 
entstehen, die Scherspannungen an Knochenzellen erzeugen. Osteo-
blasten sind in der Lage, diese mechanischen Stimuli zu erfassen und in 
ein biochemisches Signal zu transduzieren. Den Mechanismus dieser 
Mechanotransduktion und die beteiligten Strukturen zu identifizieren, ist 
Gegenstand der aktuellen Forschung und der vorliegenden Arbeit. 
Ziel dieser Arbeit war der Nachweis einer Myosin II-abhängigen Kraftent-
wicklung in primären bovinen Osteoblasten durch mechanische Stimulati-
on mit Scherspannung. Dazu wurde der kontraktile Teil des Zytoskeletts 
mit ML-7, einem Inhibitor der Myosin-Leichtketten-Kinase, gehemmt und 
mit einer Kontrollgruppe verglichen. Für die Stimulation wurde eine Paral-
lelflusskammer mit konstanter Scherspannung verwendet. Der Beobach-
tungszeitraum vor Beginn der Belastungsphase betrug 20 Minuten bei den 
unbehandelten Osteoblasten als Kontrollgruppe und 60 Minuten bei den 
mit ML-7 inkubierten Osteoblasten als Versuchsgruppe. Der Medium-
durchsatz vor Beginn der Belastungsphase entsprach einer Scherspan-
nung von unter 2 dyn/cm². In der Belastungsphase wurde eine Scher-
spannung von 30 dyn/cm² für 5 Minuten appliziert. Die Registrierung der 
Zellkräfte erfolgte durch die Methode der Zugkraftmikroskopie. Hierbei 
wird ein elastisches Polyacrylamidgel durch die Zelle verformt und die 
Zellkraft über die Deformierung des Gels berechnet. 
Bei den unbehandelten Osteoblasten wurden Kraftänderungen in 15 von 
19 Zellen (78,9 %) beobachtet, wobei 5 Zellen (26,3 %) eine frühe Kraft-
zunahme schon im Beobachtungszeitraum vor der Belastungsphase zeig-
ten. Die mit dem Myosin-Leichtketten-Kinase-Inhibitor behandelten Zellen 
zeigten eine verringerte Zellgröße durch den Rückgang an Zellausläufern. 
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Eine Kraftänderung zeigten 15 Zellen (100 %), wobei 7 Zellen (46,7 %) 
eine Kraftzunahme bei Belastung durch Scherspannung zeigten. Die Zell-
gruppe mit großen Kräften am Anfang des Experiments zeigte einen signi-
fikanten Kraftverlust und die Zellgruppe in der Versuchsgruppe mit kleinen 
Kräften einen signifikanten Kraftanstieg. 
Diese Ergebnisse weisen auf eine von der Myosin-Leichtketten-Kinase 
unabhängige Kraftentwicklung im Zellzentrum von Osteoblasten hin. Der 
frühe zeitliche Kraftanstieg bei den unbehandelten Osteoblasten spricht 
für einen sensiblen Mechanismus, der bei Scherspannungen unter 
2 dyn/cm² anspricht. 
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